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1. RESUMEN 
La Distrofia Miotónica de tipo 1 (DM1) es una enfermedad neuromuscular 
causada por la expansión de un triplete CTG en la región 3´ no traducida del gen 
dystrophia myotonica protein kinase (DMPK). Existen hipótesis que proponen que la 
patogenicidad en la DM1 se debe a una ganancia de función tóxica del ARN 
expandido de DMPK. Este ARN expandido queda retenido en el núcleo de las células 
musculares en pacientes, donde secuestra e induce cambios en los niveles de las 
proteínas de unión a ARN MBNL1 y CUG-BP1. La idea de este trabajo es estudiar el 
papel que juegan las proteínas de unión a ARN en la toxicidad inducida por el triplete 
CUG expandido, mediante la generación de un modelo transgénico en Drosophila que 
expresa un ARN no traducido, con 480 repeticiones de CUG. Observamos que este 
transcrito (CUG)480 se acumula en fosas nucleares y su expresión tiene efecto tóxico 
tanto en el ojo como en el músculo, donde se observa degeneración y pérdida de masa 
muscular en Drosophila. Por otro lado, el modelo de DM1 presentado en este estudio 
reproduce también fallos en el splicing alternativo (ayuste alternativo o corte y 
empalme) de al menos uno de los genes descritos en pacientes con DM1. Si alteramos 
los niveles de las proteínas de unión a ARN MBNL1 y CUG-BP1, observamos una 
modificación de los fenotipos degenerativos inducidos por (CUG)480. La toxicidad del 
triplete CUG expandido es suprimida cuando aumentamos los niveles de MBNL1. 
Además, la expresión de (CUG)480 causa un descenso en los niveles de MBNL1 
soluble, ya que queda secuestrado en las fosas nucleares que forman los (CUG)480. 
Por el contrario, cuando aumentamos los niveles de CUG-BP1 potenciamos el 
fenotipo de (CUG)480. Estos datos apoyan un mecanismo en el cual niveles bajos de 
MBNL1 y niveles altos de CUG-BP1 median la toxicidad inducida por ARN que se 
observa en la DM1. Quizás más importante aún, nuestros datos demuestran que la 
toxicidad inducida por los CUGs expandidos en el músculo puede ser suprimida. 
Además, utilizando el fenotipo de ojo, hemos llevado a cabo 2 screens genéticos para 
identificar nuevos modificadores. El primero es un screen dirigido con proteínas de 
unión a ARN y el segundo un screen al azar con dos coleccciones de mutaciones por 
falta de función. Los resultados obtenidos de los screens prueban que nuestro modelo 
de DM1 en Drosophila es una potente herramienta en el estudio de la enfermedad. 
Los datos aquí descritos costituyen una prueba contundente de la toxicidad del triplete 
CUG expandido in vivo. Nuestro modelo en Drosophila reproduce eventos clave de la 
patología de la DM1, y además es la primera vez que se muestra in vivo la supresión 
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de la degeneración en un modelo de DM1 por MBNL1 y del empeoramiento con 
CUG-BP1. Hemos identificado nuevas proteínas implicadas en el procesamiento del 
ARN que podrían tener un papel en la patología de DM1 y hemos encontrado 
modificadores genéticos de la toxicidad inducida por (CUG)480 en otras rutas. Estos 
datos aumentan el conocimiento sobre esta enfermedad y proporcionan nuevos genes 




2.1. Descripción y genética de la Distrofia Miotónica Tipo 1 
La distrofia miotónica de tipo 1 (DM1) es la forma más común de distrofia 
muscular en adultos con una incidencia de 1 afectado por cada 8000 nacimientos. Se 
trata de una enfermedad con herencia autosómica dominante que se caracteriza por la 
degeneración neuromuscular y que afecta a varios sistemas. Las manifestaciones 
clínicas principales de la DM1 son la miotonía (incapacidad de relajar 
voluntariamente el músculo una vez contraído) y la distrofia (degeneración lenta y 
progresiva de los músculos esqueléticos caracterizada por debilidad y deterioro de 
estos). A pesar de ser la miotonía y la distrofia los síntomas más característicos de la 
enfermedad, la DM1 viene acompañada de defectos en la conducción cardiaca, 
problemas de respiración y de deglución, atrofia testicular, cataratas, resistencia a la 
Insulina y somnolencia. A nivel histológico, las biopsias de músculos de pacientes 
con DM1 presentan núcleos centrales, variabilidad en el tamaño de las fibras 
musculares y mayoría de fibras de tipo I así como masas sarcoméricas. Todos estos 
fenotipos son indicativos de degeneración muscular (Harper, Brook et al. 2001). 
 
La mutación responsable de la DM1, descrita en 1992, consiste en una 
expansión de un triplete de CTGs repetido en la región 3´ no traducida del gen DMPK 
(dystrophia myotonica protein kinase) en el cromosoma 19q13.3. La DM1 fue la 
primera enfermedad de herencia dominante descubierta que es causada por una 
expansión de repeticiones no traducidas, ya que la mutación se transcribe a ARN pero 
no se traduce a proteína.  
 
El número de repeticiones del triplete en individuos no afectados por la 
enfermedad es de hasta 30 CTGs. En individuos afectados el número de repeticiones 
va desde 50 hasta miles de repeticiones. La edad de aparición de los síntomas es 
inversamente proporcional al número de repeticiones, mientras que la gravedad de 
estos es directamente proporcional. Las personas que desarrollan la enfermedad en 
edad adulta tienen menos de 100 repeticiones, los casos en los que la enfermedad 
ocurre en la juventud tienen hasta 500 repeticiones y los casos más graves son los 
congénitos, donde los enfermos tienen alrededor de 1000 repeticiones. El grado de 
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expansión de la mutación aumenta en cada generación mediante el fenómeno 
molecular de anticipación genética. 
 











mutación Ninguno 38 a ~49 Normal Normal 
Medio Leve miotonía 50 a ~150 20-70 60-normal 
  Cataratas       
  Hiperinsulinismo       
Clásico Debilidad ~100 a ~1000 10-30 48-50 
  Miotonía       
  Ptosis       
  Cataratas       
  Calvicie frontal       
  Arritmia cardiaca       
  Apnea del sueño       
  Caída del pie       
  Embarazos complicados       
  Oftalmoplegia       
  
Músculo liso: disfagia, estreñimiento, 
diarrea       
  Deficiencia cognitiva       
Congénito Hipotonía infantil 
~1000 a 
>2000 0-10 45 
  Complicaciones respiratorias       
  Retraso mental       
  Pie zambo       
 
Tabla 1. Caracterización de los individuos con DM1. 
 
2.2. Distrofia Miotónica Tipo 2 
Existe un segundo tipo de distrofia miotónica, DM2, descrita por primera vez 
en 1994 y que no presenta expansión del triplete de CTGs (Thornton, Griggs et al. 
1994). Para describir esta enfermedad también se han utilizado los nombres distrofia 
miotónica proximal (PDM) (Udd, Krahe et al. 1997) y miopatía miotónica proximal 
(PROMM) (Ricker, Koch et al. 1994; Ricker, Koch et al. 1995; Meola, Sansone et al. 
1996). En 1998 el locus de la DM2 se asignó al cromosoma 3q (Ranum, Rasmussen et 
al. 1998) y en el 2001 se descubrió que la DM2 es causada por una expansión de 
CCTG repetidos en el primer intrón del gen ZNF9 (zinc finger protein 9) (Liquori, 
Ricker et al. 2001).  
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Muchas de las características clínicas de las dos DMs son comunes: miotonía, 
distrofia muscular, cataratas, arritmias cardíacas, resistencia a la Insulina y diabetes, 
hipogammaglobulinemia y atrofia testicular. Las diferencias clínicas entre la DM1 y 
la DM2 tienen que ver principalmente con la miotonía y la severidad de los demás 
síntomas; en la DM1 la miotonía se inicia en la parte distal de las extremidades, 
mientras que en la DM2 se inicia en la parte proximal y los síntomas son menos 
severos que en la DM1.  
 
2.3. Modelos de patogénesis 
En los últimos años se han propuesto tres modelos diferentes para explicar 
como la expansión de un triplete en la región no traducida de un gen podía causar una 
enfermedad que afecta a tantos tejidos diferentes. Estos modelos se conocen como: 
modelo de haploinsuficiencia de DMPK, modelo de alteración en los niveles de 
expresión de los genes vecinos y modelo de ganancia de función del ARN. 
 
2.3.1. Modelo de haploinsuficiencia de DMPK 
El modelo de haploinsuficiencia de DMPK propone que la expansión del 
triplete afecta los niveles de expresión de DMPK en cis ya sea mediante alteraciones 
en su transcripción o porque hace que los transcritos de DMPK queden retenidos en el 
núcleo celular y no puedan ser transportados al citoplasma. Esto daría como resultado 
un descenso en la cantidad de proteína DMPK o haploinsuficiencia. Con objeto de 
probar esta teoría se generaron modelos de ratón que tenían un knockout para la 
proteína homóloga a DMPK en ratones (Jansen, Groenen et al. 1996; Reddy, Smith et 
al. 1996; Berul, Maguire et al. 1999). Los modelos de ratón carentes de DMPK 
funcional solo presentan defectos en la conducción cardiaca parecidos a los que sufren 
los pacientes con DM1 y una leve miopatía, pero ninguno de los otros síntomas de la 
enfermedad. Por otro lado, no ha sido descrita ninguna mutación puntual en el gen 
DMPK que se haya podido asociar a los fenotipos de la DM1, por lo que queda 
probado que los defectos observados en esta enfermedad no son solo debidos a 
haploinsuficiencia de DMPK. 
 
 2.3.2. Modelo de alteración en los niveles de expresión de genes vecinos 
El segundo modelo que se propuso como causa de la DM1 postulaba que la 
mutación expandida altera la estructura de la cromatina y afecta los niveles de 
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expresión de genes vecinos en la región de DM1. Estos genes son SIX5, DMWD y 
FGCRT. El gen homeótico SIX5 es homólogo del también gen homeótico sine oculis 
5 de Drosophila. DMWD es el gen de DM con repeticiones WD (Frisch, Singleton et 
al. 2001) y se expresa mayoritariamente en los testículos y el cerebro (Westerlaken, 
Van der Zee et al. 2003) (Figura 1). Por último, FGCRT es el gen que codifica para el 
fragmento Fc receptor y transportador de la inmunoglobulina G y se encuentra a 4Mb 
de la expansión de CTGs (Junghans, Ebralidze et al. 2001). Los modelos de ratón con 
knockout de Six5 desarrollan cataratas pero no presentan ninguno de los otros 
síntomas de la DM1 (Klesert, Cho et al. 2000; Sarkar, Appukuttan et al. 2000). 
 
Figura 1. Región del cromosoma 19q. Locus de la DM1,  el gen DMPK con el 
triplete de CTGs repetidos y sus genes adyacentes DMWD y SIX5. En el recuadro 
queda detallada la clasificación de la mutación dependiendo del número de 
repeticiones. 
 
 2.3.3. Modelo de ganancia de función del ARN 
Una vez demostrado que los niveles de DMPK y los genes adyacentes no eran 
responsables de la mayoría de las características clínicas y patológicas en la DM1, se 
propuso un modelo en el cual el triplete CTG expandido actuaría en trans, al nivel del 
ARN. El modelo de ganancia de función del ARN propone que los transcritos 
mutantes con CUGs que se acumulan en fosas intranucleares (como se ve en células 
de pacientes con DM1) tienen un efecto tóxico sobre el metabolismo celular. 
 
De acuerdo con este modelo los ARNs con CUGs expandidos causan un 
secuestro de proteínas de unión a ARN implicadas en el procesamiento y maduración 
de diferentes genes. Este secuestro previene la unión de estas proteínas con sus 
transcritos diana y estos ven alterada su expresión. ARNs con menos de diez 
repeticiones de CUG son mayoritariamente de cadena sencilla, mientras que por 
encima de veinte CUGs se pliegan espontáneamente y forman una horquilla de doble 
 7
cadena (Napierala and Krzyzosiak 1997). Mediante microscopía electrónica se 
visualizaron ARNs con 90 y 130 repeticiones plegados en forma de horquilla de doble 
cadena (Michalowski, Miller et al. 1999). Por otro lado, estas expansiones de ARN se 
acumulan en fosas nucleares que se pueden visualizar mediante hibridación 
fluorescente in situ (FISH) con oligonucleótidos (CUG)n (Taneja, McCurrach et al. 
1995; Davis, McCurrach et al. 1997; Amack, Paguio et al. 1999).  
 
 
Figura 2. Las expansiones con más de 20 repeticiones de CUG forman horquillas 
de ARN bicatenarias. Los ARN expandidos con más de 20 repeticiones de CUG 
tienden a formar espontáneamente horquillas bicatenarias de ARN, mientras que los 
de menos de 10 repeticiones son mayoritariamente monocatenarios (Imagen tomada 
de (Miller, Urbinati et al. 2000)). 
 
Tanto la expansión de CTGs en la DM1 como la de CCTGs en la DM2 son 
transcritas a ARN pero no afectan la parte que codifica a proteína de ninguno de los 
genes. Por otro lado, no solo la función normal de la proteína ZNF9 en la DM2 (como 
proteína de unión a ácidos nucleicos) no tiene relación con ninguna de las proteínas de 
la región de DM1; sino que el resto de genes en la región de DM2 (KIAA1160, 
Rab11B, glycoprotein IX, FLF11631) tampoco tienen  relación con los de el locus de 
DM1 (DMPK, SIX5, DMWD, FCGRT) (Day and Ranum 2005). Por lo tanto, parece 
que lo único que tienen en común las dos enfermedades es una expansión de 
repeticiones a nivel del ARN, lo cual dio más fuerza al modelo de ganancia de 
función del ARN. 
 
Existen evidencias directas que con el tiempo han ido apoyando la hipótesis de 
que la patología en la DM1 es causada por una ganancia de función del ARN con 
repeticiones expandidas. En primer lugar, CTGs expandidos en la región 3´ del 
ARNm de DMPK son suficientes para inhibir la diferenciación de mioblastos en 
cultivos celulares C2C12 de ratón (Amack, Paguio et al. 1999). En segundo lugar, 
existen dos modelos de ratón (HSALR y DM300) que expresan los ARNs expandidos 
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en músculo esquelético que presentan fallos en el splicing y tienen miotonía y 
distrofia muscular (Mankodi, Logigian et al. 2000; Seznec, Agbulut et al. 2001). Los 
ratones HSALR contienen una expansión de CTGs insertada en la región 3´ del gen 
humano de la alpha actina de músculo esquelético (HSA: human skeletal alpha actin) 
y los ratones DM300 expresan un fragmento genómico más largo en el contexto de 
DMPK con 300 repeticiones de CTG y los genes adyacentes. En tercer lugar los 
transcritos que tienen expandidas las repeticiones de CTGs o de CCTGs se acumulan 
en fosas nucleares de ARN (Taneja, McCurrach et al. 1995; Liquori, Ricker et al. 
2001; Mankodi, Urbinati et al. 2001; Fardaei, Rogers et al. 2002). Por último estos 
transcritos alteran la regulación y la localización de proteínas de unión a ARN como 
tres isoformas de Muscleblind (MBNL1, MBNL2 y MBNL3) (Miller, Urbinati et al. 
2000; Fardaei, Larkin et al. 2001; Mankodi, Urbinati et al. 2001; Fardaei, Rogers et al. 
2002) y CUG-BP (Timchenko, Timchenko et al. 1996). Los cambios en la actividad 
de estas proteínas de unión a ARN tienen como consecuencia alteraciones en el 
splicing alternativo y en la función normal de distintos genes implicados en la 
patología de la DM1. Hasta la fecha se han descrito fallos en el splicing de los genes 
que codifican para la Troponina cardiaca T (Philips, Timchenko et al. 1998), el 
Receptor de la Insulina (Savkur, Philips et al. 2001), el Canal de Cloro 1 (Charlet, 
Savkur et al. 2002), la Miotubularina (Buj-Bello, Furling et al. 2002), el Receptor de 
Rianodina , la Bomba de Ca2+ dependiente de ATP del retículo 
sarcoplásmico/endoplásmico 1 (Kimura, Nakamori et al. 2005), el Receptor de 
NMDA 1, la proteína precursora del β amiloide (Jiang, Mankodi et al. 2004) y la 
proteína asociada a microtúbulos Tau (Sergeant, Sablonniere et al. 2001; Jiang, 
Mankodi et al. 2004; Leroy, Wang et al. 2006). 
 
2.4. Defectos en el splicing alternativo en la DM1 
El splicing alternativo del ARN es el mecanismo mediante el cual el ARN 
mensajero primario de un gen es editado para producir varios ARN mensajeros 
(ARNm) que contienen solo secuencias codificantes. Este proceso ocurre en el 
núcleo, donde se cortan las secuencias intrónicas de los ARN heteronucleares largos 
(ARNhn) hasta obtener una molécula de ARNm más pequeña que es exportada al 
citoplasma para ser traducida. Hasta un 74% de los genes humanos expresan varios 
ARNm mediante splicing alternativo (Johnson, Castle et al. 2003). Las diferencias en 
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las funciones de las distintas isoformas generadas por splicing alternativo pueden 
tener un gran impacto sobre la fisiología de la célula. Por otro lado, hasta un 30% de 
los acontecimientos de splicing alternativo dan como resultado codones de 
terminación prematuros en el ARNm que hacen que este sea eliminado por la 
maquinaria de degradación celular (Lewis, Green et al. 2003). Por tanto, este tipo de 
splicing no solo controla la producción de distintas isoformas sino también sus 
niveles. El splicing alternativo está regulado en relación con el tipo de célula, el 
estado de desarrollo o como repuesta a estímulos externos. En esta regulación 
participan proteínas de unión a ARN, que se unen a sitios específicos dentro del 
ARNm.  
 
 2.4.1. Troponina cardiaca T  
En 1998 se descubrió que las alteraciones en el splicing alternativo de la 
Troponina cardiaca T (cTNT)  en la DM1 eran debidas a un aumento de la actividad 
de la proteína de unión a CUGs (CUG-BP) causado por la expansión de CUGs en el 
ARN (Philips, Timchenko et al. 1998). CUG-BP se une a secuencias intrónicas con 
CUGs que sirven como señales de splicing en el pre-ARNm de cTNT. Debido a esto, 
en el músculo cardiaco y esquelético de pacientes adultos con DM1 se detectan 
transcritos que incluyen el exon 5, isoforma que generalmente solo se detecta en 
tejidos fetales. Esta fue la primera vez que se demostró que alteraciones en el splicing 
de un gen se debían a efectos dominantes en trans de un ARN mutante. Es posible 
que el aumento de expresión de la forma fetal de cTNT contribuya a los defectos en la 
función del miocardio y en la conducción cardiaca observados en pacientes con DM1 
(Phillips and Harper 1997). 
 
 2.4.2. Receptor de la Insulina 
La resistencia a la Insulina es una anomalía metabólica común en los pacientes 
con DM1. El mecanismo de esta resistencia no se conoce, pero existen evidencias que 
apuntan a alteraciones relacionadas con el Receptor de la Insulina (Vialettes, Pouget 
et al. 1986). El Receptor de la Insulina (IR) está compuesto por dos subunidades α y 
dos β. La Insulina se une a las subunidades α extracelulares y esto da como resultado 
la autofosforilación de las subunidades β intracelulares. El splicing alternativo del 
exón 11 de la subunidad α da como resultado la expresión de dos isoformas: IR-A (no 
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incluye el exón 11) e IR-B (incluye el exón 11). La expresión de cada una de las 
isoformas es específica de tejido (Seino and Bell 1989). La isoforma B se expresa 
predominantemente en tejidos que responden a la Insulina responsables de la 
homeostasis de la glucosa como el tejido adiposo, el hígado y el músculo esquelético. 
En el músculo esquelético de pacientes con DM1 en cambio lo que se encuentra es un 
aumento de la expresión de la isoforma A como consecuencia de una alteración en el 
splicing alternativo. Esta pérdida en el patrón de splicing específico del músculo se 
relaciona con una respuesta reducida a los efectos metabólicos de la Insulina. Este 
cambio en el splicing también se puede inducir aumentando los niveles de CUG-BP. 
Al darse un aumento de la actividad de CUG-BP en los tejidos con DM1 es muy 
probable que sea esta proteína la responsable del cambio en el splicing del IR que se 
observa en el músculo esquelético con DM1 (Savkur, Philips et al. 2001). Estos datos, 
junto con el hecho de que también ha sido descrito un descenso en los niveles de 
expresión del IR en el músculo esquelético con DM1 (Morrone, Pegoraro et al. 1997), 
parecen explicar la resistencia a la Insulina que se da en pacientes con DM1. 
 
 2.4.3. Canal de Cloro 
La miotonía, uno de los síntomas característicos de la DM1, se manifiesta 
como un retraso en la relajación del músculo esquelético tras una contracción 
voluntaria (Harper, Brook et al. 2001). Esta miotonía se produce por 
hiperexcitabilidad de las fibras musculares, lo cual produce potenciales de acción 
repetitivos que hacen que se mantenga la contracción involuntariamente (Lehmann-
Horn and Jurkat-Rott 1999). Tanto en humanos como en modelos de ratón la falta de 
función específica del Canal de Cloro 1 (ClC-1) en el músculo puede causar miotonía. 
En el músculo esquelético de pacientes con DM1 los niveles de la proteína ClC-1 
están reducidos (Charlet, Savkur et al. 2002). Se ha demostrado que la falta de 
proteína ClC-1 en la membrana del músculo esquelético es suficiente para causar 
miotonía en la DM1 (Charlet, Savkur et al. 2002). En el músculo esquelético con 
DM1 se produce un fallo en el splicing alternativo del ARNm del ClC-1 que tiene 
como consecuencia que la mayoría de los transcritos que se encuentran contienen 
codones de terminación prematuros por la retención del intrón 2 o por la inclusión de 
los exones 6b y 7a (Charlet, Savkur et al. 2002). Un patrón de splicing alternativo 
similar para el ClC-1 ha sido descrito en el modelo de ratón que expresa una 
expansión del triplete de CTGs en el músculo esquelético bajo el control del promotor 
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de la Actina (HSALR) (Mankodi, Takahashi et al. 2002). Por otro lado también ha sido 
demostrado que la sobre-expresión de CUG-BP en células normales induce la 
retención del intrón 2 mediante la unión a motivos ricos en U/C que contiene el pre-
ARNm del ClC-1 (Charlet, Savkur et al. 2002). 
 
 2.4.4. Proteína relacionada con la Miotubularina 1 
El gen de la proteína relacionada con la Miotubularina 1 (MTMR1), pertenece 
a una gran familia de fosfatasas conservada de levaduras a humanos (Laporte, 
Blondeau et al. 2001). El gen de la Miotubularina da nombre a esta familia, MTM1; y 
está mutado en la miopatía muscular ligada al cromosoma X (XLMTM). Se trata de 
un desorden muscular congénito que se caracteriza por una fuerte hipotonía y 
debilidad muscular. La enfermedad la padecen niños que normalmente mueren 
durante el primer año de vida por problemas derivados del arresto del desarrollo 
muscular (Laporte, Hu et al. 1996). En la forma congénita de DM1, se da un cambio 
en el splicing alternativo del ARNm de MTMR1. En cultivos de miocitos, cuando se 
induce la diferenciación a miotúbulos se produce un cambio de la isoforma A fetal a 
la C (que incluye los exones 2.1 y  2.2) de adulto. En cultivos celulares derivados de 
pacientes con DM1 congénita se ve una disminución de la isoforma C y la aparición 
de una isoforma nueva llamada G (que solo incluye el exón 2.2). La misma isoforma 
G se obtiene en muestras de músculo de fetos con DM1 congénita pero no en fetos 
control (Buj-Bello, Furling et al. 2002). Este cambio en el splicing alternativo de 
MTMR1 parece jugar un papel importante en el fenotipo que se da en pacientes con 
DM1 congénita. 
 
 2.4.5. Receptor de Rianodina 1 y Bomba de Ca2+ dependiente de ATP del 
retículo sarcoplásmico/endoplásmico 1  
Los últimos genes descritos hasta la fecha que sufren fallos en el splicing 
alternativo son los de el Receptor de Rianodina 1 (RyR1) y de la bomba de Ca2+ 
dependiente de ATP del retículo sarcoplasmático/endoplasmático 1 (SERCA1, 
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase) (Kimura, Nakamori et al. 2005). 
La regulación de la homeostasis del Ca2+ intracelular en el músculo esquelético 
depende principalmente de estas dos proteínas del retículo sarcoplasmático. El RyR1 
libera Ca2+ del retículo sarcoplasmático como respuesta a la despolarización por 
interacción mecánica con los canales de calcio dependientes de voltaje. SERCA 
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transporta el Ca2+ a través de la  membrana del retículo 
sarcoplasmático/endoplasmático asociado a la hidrólisis de ATP (Kimura, Nakamori 
et al. 2005). Como consecuencia de esta actividad, la concentración de Ca2+ libre 
citosólico en reposo se mantiene más baja que dentro del retículo 
sarcoplasmático/endoplasmático. Durante un ciclo normal de relajación/contracción 
en el músculo esquelético el Ca2+ sale del retículo sarcoplásmico hacia el citoplasma a 
través del RyR1, lo cual induce la contracción muscular. A continuación el Ca2+ se 
bombea de vuelta hacia el lumen del retículo sarcoplasmático mediante SERCA para 
permitir la relajación (Kimura, Nakamori et al. 2005). En cultivos de células 
musculares con DM1 se han detectado altas concentraciones de Ca2+ y se sugirió que 
podía contribuir a causar la degeneración muscular que se ve en los pacientes (Jacobs, 
Benders et al. 1990). Tanto RyR como SERCA sufren splicing alternativo regulado 
específicamente en el desarrollo y en los distintos tejidos. Es por esto que los fallos en 
el splicing alternativo de RyR1 y SERCA1 podrían ser importantes para dilucidar el 
mecanismo de degeneración muscular en DM1.  
  
En mamíferos existen tres genes que codifican para Receptores de Rianodina: 
RyR1, RyR2 y RyR3. Existen varias isoformas generadas por splicing alternativo del 
RyR1 en humanos. Se estudió la inclusión o exclusión del exón 70 denominado ASI, 
La isoforma ASI(+), que incluye el exón 70, se expresa mayoritariamente en 
músculos adultos desarrollados normalmente, y la isoforma ASI(-) se encuentra 
predominantemente en miotúbulos. Por el contrario, en pacientes con DM1 se observa 
un aumento de la isoforma ASI(-) en el músculo adulto. El mismo cambio en el 
splicing alternativo del RyR1 se detectó en el modelo de DM1 en ratón HSALR 
(Kimura, Nakamori et al. 2005).  
 
En mamíferos existen 3 genes que codifican para las SERCAs: SERCA 1, 
SERCA 2 y SERCA 3. Existen dos isoformas mayoritarias de SERCA1 producidas 
por splicing alternativo del exón 22 que afecta a siete amino ácidos del extremo C-
terminal. La isoforma SERCA1a (+exón 22)  es la forma adulta en músculos 
normales, mientras que la isoforma SERCA1b (-exón 22) es la forma fetal. En 
músculo de pacientes con DM1 se encuentra casi exclusivamente SERCA1b. Incluso 
en miotúbulos la cantidad de SERCA1b es mayor en muestras con DM1 que en 
controles sanos. La misma abundancia de SERCA1b en músculo adulto y en 
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miotúbulos se encuentra en ratones HSALR (Kimura, Nakamori et al. 2005). Durante 
el estudio del splicing alternativo de SERCA1, se estudió también el de SERCA2, que 
en lugar de estar controlado durante el desarrollo es controlado por tipo de tejido. El 
análisis del splicing de las isoformas de SERCA2 en músculo esquelético de pacientes 
con DM1 o ratones HSALR no reveló ninguna anomalía significativa, aunque sí se 
detectó una nueva isoforma en músculos de pacientes con DM1 (Kimura, Nakamori et 
al. 2005). 
 
El fallo en el control del splicing alternativo específico de desarrollo que se da 
en DM1 para RyR1 y SERCA1 podría contribuir fallos en la homeostasis del Ca 2+ y 
la degeneración muscular en la DM1 (Kimura, Nakamori et al. 2005). 
 
 2.4.6. Receptor de NMDA 1, proteína precursora del β amiloide y Tau 
Los genes arriba descritos se expresan mayoritariamente en tejido muscular. 
En la DM1 también se han descrito anormalidades en el splicing de genes que 
probablemente contribuyan a los defectos en los que está implicado el sistema 
nervioso. Estos son la hipersomnolencia, fallos en el conocimiento, alta sensibilidad a 
agentes anestésicos, hipoventilación central, fallos neuroendocrinos y alteraciones de 
la conducta y la personalidad (Harper, Brook et al. 2001). Aunque todavía existe 
mucho desconocimiento sobre el mecanismo y la neuropatología en el sistema 
nervioso de pacientes con DM1, se han hecho algunos avances al describir fallos en el 
splicing alternativo de genes expresados en tejido nervioso como el receptor del 
NMDA 1 (NMDAR1), la proteína precursora del β amiloide (APP) (Jiang, Mankodi 
et al. 2004) y la proteína asociada a microtúbulos Tau (MAPT) (Sergeant, Sablonniere 
et al. 2001; Jiang, Mankodi et al. 2004; Leroy, Wang et al. 2006). 
 
En estudios con muestras cerebrales de pacientes con DM1 se han encontrado 
fallos en el splicing alternativo del NMDAR1, donde se observa un aumento de 
inclusión del exón 5 (Jiang, Mankodi et al. 2004); el APP, donde se detectó un 
descenso o exclusión del exón 7 (Jiang, Mankodi et al. 2004); y Tau, donde se da 
exclusión de los exones 2 y 10 (Sergeant, Sablonniere et al. 2001; Jiang, Mankodi et 
al. 2004) y exclusión del exón 6c con inclusión del exón 6d (Leroy, Wang et al. 
2006). El NMDAR1 es importante para el aprendizaje y la memoria a largo plazo 
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(Tonegawa, Tsien et al. 1996; Tsien, Huerta et al. 1996), por lo que es posible que los 
fallos en el splicing del NMDAR1 contribuyan a causar problemas con la memoria 
que se dan en la DM1 (Portwood, Wicks et al. 1986; Rubinsztein, Rubinsztein et al. 
1997). 
 
Gen  Tejido Referencia 
Troponina cardíaca T (TNNT2) Corazón Philips et al. 1998 
Receptor de la Insulina (IR) Músculo esquelético Savkur et al. 2001 
Canal de Cloro (CLCN-1) Músculo esquelético 
Charlet et al. 2002, 
Mankodi et al. 2002 
Tau (MAPT) Cerebro 
Jiang et al. 2004, 
Sergeant et al. 2001 




Buj-Bello et al. 2002, 
Ho et al. 2005 
Troponina T esquelética rápida (TNNT3) Músculo esquelético Kanadia et al. 2003 
Proteína precursora del β amiloide (APP) Cerebro Jiang et al. 2004 
Receptor de NMDA 1 (NMDAR1) Cerebro Jiang et al. 2004 
Receptor de Rianodina (RyR) Músculo esquelético Kimura et al. 2005 
Bomba de Ca2+ dependiente de ATP del 
retículo sarcoplasmático/endoplasmático 1 
(SERCA1) Músculo esquelético Kimura et al. 2005 
Bomba de Ca2+ dependiente de ATP del 
retículo sarcoplasmático/endoplasmático 2 
(SERCA2) Músculo esquelético Kimura et al. 2005 
Proteína con dominio PDZ de las bandas Z 
que sufre splicing alternativo (ZASP) Músculo esquelético 
Machuca-Tizli et al. 
2006 
 
Tabla 2. Genes que sufren fallos en el splicing alternativo en pacientes con DM1. 
 
2.5. Proteínas de unión a ARN implicadas en la patogénesis de la DM1 
Hasta la fecha dos familias de proteínas de unión a ARN han sido relacionadas 
con la patogénesis de la DM1: las proteínas MBNL (muscleblind-like) (Miller, 
Urbinati et al. 2000; Fardaei, Larkin et al. 2001; Ladd, Charlet et al. 2001) y las 
proteínas CELF (CUGBP and ETR-3-like factors). MBNL y CUG-BP son 
reguladores de splicing, con un efecto antagonista sobre dos transcritos con splicing 
aberrante en tejidos con DM1: cTNT e IR (Philips, Timchenko et al. 1998; Savkur, 
Philips et al. 2001; Ho, Charlet et al. 2004). En la DM1, el patrón de splicing 
observado para estos transcritos es consistente con bajos niveles de proteínas MBNL 
(Ladd, Stenberg et al. 2005) y altos niveles y actividad de CUG-BP1 (Philips, 
Timchenko et al. 1998; Savkur, Philips et al. 2001; Timchenko, Cai et al. 2001; 
Charlet, Savkur et al. 2002).  
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2.5.1. Proteínas MBNL 
La familia de proteínas MBNL está compuesta por tres miembros: MBNL1, 
MBNL2 y MBNL3. Todas co-localizan con las fosas de ARN expandido de CTGs o 
de CCTGs (Miller, Urbinati et al. 2000; Mankodi, Urbinati et al. 2001; Fardaei, 
Rogers et al. 2002; Mankodi, Teng-Umnuay et al. 2003). El modelo de ganancia de 
función del ARN sugiere que MBNL1 está secuestrado en estas fosas de ARN y que 
por tanto su actividad disminuye. Existe un modelo de ratón con un knockout para las 
isoformas de Mbnl1 que se unen a ARN (conocido como Mbnl1ΔE3). Estos ratones 
presentan síntomas característicos de la DM1 como miotonía, núcleos centrales en las 
miofibras, cataratas y alteraciones en el splicing alternativo del Canal de Cloro, la 
Troponina cardiaca T y la Troponina T rápida de músculo esquelético (Kanadia, 
Johnstone et al. 2003). También se ha descrito que las proteínas MBNL regulan el 
splicing alternativo del Receptor de la Insulina y de la Troponina cardíaca T en 
cultivos celulares humanos (Ho, Charlet et al. 2004). El fenotipo de estos ratones que 
tienen un knockout para muscleblind apoya la hipótesis de que el secuestro y la 
pérdida de la función normal de Muscleblind es un factor crítico en la patogeneicidad 
de la DM1. Esta hipótesis predice que alteraciones en los niveles de las proteínas 
Muscleblind deberían modular los fenotipos inducidos por el triplete CUG expandido. 
 
2.5.2. CUG-BP1 
La familia CELF está compuesta de factores de maduración del ARN que 
regulan el splicing alternativo de distintos transcritos y cuya expresión está regulada 
durante el desarrollo (Ladd, Charlet et al. 2001). Está compuesta por 6 miembros que 
tienen la misma estructura: tres dominios de unión a ARN compuestos de motivos de 
reconocimiento de ARN (RRM) y un dominio divergente de función desconocida 




Figura 3. Estructura de las proteínas CELF. Los 6 miembros de la familia CELF 
están compuestos por tres dominios de reconocimiento y unión a ARN (RRM por 
RNA recognition motifs) y un dominio divergente de función desconocida (Figura 
tomada de (Philips, Timchenko et al. 1998)). 
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 Estas proteínas regulan varios pasos durante la maduración de los transcritos 
tras la transcripción como el splicing alternativo, edición del ARN, iniciación de la 
traducción y la estabilidad del ARNm (Paillard, Omilli et al. 1998; Timchenko, Welm 
et al. 1999; Anant, Henderson et al. 2001; Ladd, Charlet et al. 2001; Mukhopadhyay, 
Houchen et al. 2003). 
 
Uno de los miembros de la familia CELF es CUG-BP1 (CUG-binding protein 
1). CUG-BP1 se encuentra tanto en el núcleo como en el citoplasma (Timchenko, 
Miller et al. 1996; Timchenko, Timchenko et al. 1996) y se une específicamente a 
ARNms con repeticiones de UG  (Takahashi, Sasagawa et al. 2000). CUG-BP1 regula 
la transcripción de p21 y MEF2A (myocyte enhancer factor 2A) (Timchenko, Patel et 
al. 2004), proteínas clave en la diferenciación del músculo esquelético. Las células 
con DM1 no tienen capacidad para salir del ciclo celular, lo cual es un paso necesario 
para la diferenciación muscular (Timchenko, Iakova et al. 2001). En DM1, la 
acumulación de ARN con el triplete CUG expandido conduce a un aumento de la 
acividad de CUG-BP1. Esto causa un aumento de la traducción de distintas proteínas 
necesarias para la biogénesis como las mencionadas p21 y MEF2A. Existe un modelo 
de ratón que sobre-expresa CUG-BP1 en el músculo esquelético (Timchenko, Patel et 
al. 2004), en estos ratones los altos niveles de CUG-BP1 causan la sobre-expresión de 
p21 y MEF2A lo cual produce distrofia y retraso en el desarrollo muscular de manera 
similar a lo que se observa en humanos con DM1. 
 
En músculo esquelético (Savkur, Philips et al. 2001) y corazón (Timchenko, 
Cai et al. 2001) de pacientes con DM1 se han detectado altos niveles de expresión de 
CUG-BP, y se cree que esto contribuye a la patogénesis porque afectaría el splicing 
alternativo de pre-ARNm como el del IR, la cTNT y el ClC-1 (Philips, Timchenko et 
al. 1998; Savkur, Philips et al. 2001; Charlet, Savkur et al. 2002). Existe un modelo de 
ratón transgénico que sobre-expresa CUG-BP1 en corazón y músculo esquelético. 
Estos ratones mueren tras el nacimiento, probablemente debido a disfunciones 
musculares e incapacidad de respirar. Por otro lado, estos ratones también muestran 
fallos en el splicing alternativo característicos de la DM1, ya que expresan formas 
fetales de cTNT, ClC-1 y MTMR1 (Ho, Bundman et al. 2005). Cabe destacar que 
hasta la fecha no existen evidencias de que los altos niveles de CUG-BP1 nuclear se 
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deban a que se encuentre secuestrado en las fosas que forma el ARN mutante 
expandido, ya que no se ha visto que co-localicen. 
 
El balance entre MBNL y CUG-BP parece ser un punto clave en el desarrollo 
de la DM1 (Figura 4). El secuestro de Muscleblind ha sido demostrado en tejidos con 
DM1, DM2 (Miller, Urbinati et al. 2000; Mankodi, Urbinati et al. 2001; Fardaei, 
Rogers et al. 2002) y en los modelos que presentan el triplete CTG expandido (Lin, 
Miller et al. 2006). La importancia de la falta de función de MBNL1 ha sido también 
puesta de manifiesto en el modelo con el knockout de Mbnl1 (Kanadia, Johnstone et 
al. 2003), aunque no se haya visto supresión o potenciación de los fenotipos 
producidos por la expresión del triplete expandido directamente. Por otro lado, en 
células con DM1 y en un modelo de ratón 3´ UTR DMPK (CTG)5 generado 
recientemente, se observa un aumento en los niveles de CUG-BP1 , mientras que en el 
modelo de ratón HSALR y en la DM2 no se han detectado alteraciones en los niveles 
de CUG-BP1 (Lin, Miller et al. 2006; Mahadevan, Yadava et al. 2006). También es 
conocido que la sobre-expresión de CUG-BP1 causa fenotipos parecidos a los de la 
DM1 (Timchenko, Patel et al. 2004; Ho, Bundman et al. 2005), aunque la interacción 
no se ha comprobado en el contexto del triplete expandido. Por tanto, mientras que en 
la DM1 tanto los niveles de MBNL1 como de CUG-BP1 se ven modificados, la 
alteración de los niveles de una de las dos proteínas es suficiente para que se vea un 
efecto similar al de la DM1 tanto a nivel fisiológico como a nivel molecular 
(alterando el splicing). Parecería que hay una relación entre los efectos de MBNL1 y 
CUG-BP1 ya que la sobre-expresión de CUG-BP1 causa los mismos fallos en el 
splicing alternativo que la pérdida de MBNL1. En general CUG-BP1 promueve las 
isoformas fetales mientras que MBNL1 conduce a la expresión de isoformas adultas. 
Esto indica que tanto MBNL1 como CUG-BP1 parecen jugar un papel importante en 
el desarrollo de la patogénesis en la DM1 no habiéndose podido identificar aún si una 





Figura 4. Modelo de patogénesis en DM1. El triplete de CUGs expandido en el 
ARN adopta estructura de doble cadena y queda retenido en el núcleo donde secuestra 
a Muscleblind. Por mecanismos desconocidos los niveles de CUG-BP aumentan. El 
descontrol de los niveles de Muscleblind y CUG-BP tiene como consecuencia fallos 
en el splicing alternativo de varios genes, tres mencionados en la figura, que causan 
algunos de los síntomas de la enfermedad. (Figura modificada de (Faustino and 
Cooper 2003)).  
 
2.6. Drosophila como herramienta en el estudio de enfermedades humanas y 
búsqueda de modificadores 
 La mosca Drosophila melanogaster ha sido uno de los organismos modelo 
preferido por los genetistas desde principios del siglo XX. Al principio se utilizaba 
porque era fácil y barato trabajar con ellas, tenían un tiempo de generación de tan solo 
10 días y producían mucha progenie. Posteriormente se descubrieron más ventajas 
para su uso en estudios genéticos como que no existe recombinación meiótica en 
machos y que tiene solo 4 cromosomas que se podían visualizar directamente en los 
cromosomas politénicos gigantes de las glándulas salivares de las larvas. Por otro 
lado, su exoesqueleto presenta una amplia gama de componentes externos como 
quetas, venas en las alas, y ojos compuestos que son fácilmente afectados con 
mutaciones y resultan en fenotipos mutantes fáciles de estudiar bajo la lupa de 
disección (St Johnston 2002). Hoy en día hay disponibles muchas técnicas y 
herramientas que permiten controlar la expresión génica y se conoce bien la anatomía 
y los fenotipos de Drosophila. Un gran número de procesos biológicos fundamentales 
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están conservados entre las moscas y los humanos y además tenemos disponible la 
secuencia de su genoma. 
 
 Una de las herramientas más importantes que provee Drosophila es que 
permite llevar a cabo screens genéticos a gran escala con mutaciones que afectan a 
genes conocidos. Existen colecciones con mutaciones de elementos P (elementos 
móviles transponibles) que causan mutaciones de falta de función y que cubren un 
gran número de genes del genoma de Drosophila. Las líneas con inserciones de 
elementos P tienen una o varias de estas mutaciones en genes conocidos. También hay 
disponibles líneas con deficiencias o deleciones que cubren un mayor número de 
genes. Por otro lado existen también colecciones de elementos EP (Rorth 1996) 
capaces de sobre-expresar los genes donde están insertadas (ver Materiales y 
Métodos). 
 
 En este estudio nos planteamos la generación de un modelo de DM1 en 
Drosophila que nos ayudara a entender mejor los mecanismos de la enfermedad. La 
generación de este modelo nos permite no solo ahondar en el conocimiento de las 
causas y el desarrollo de la DM1 sino también realizar fácilmente screens genéticos 
que pueden ser muy útiles para identificar nuevos genes implicados en la enfermedad. 
Los modelos de enfermedades humanas en Drosophila han demostrado ser una buena 
herramienta para estudiar mecanismos patogénicos de enfermedades humanas y para 
la identificación de nuevos genes implicados en distintas enfermedades (Fernandez-
Funez, Nino-Rosales et al. 2000; Fortini and Bonini 2000; Zoghbi and Botas 2002; 
Shulman, Shulman et al. 2003).  
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3. OBJETIVOS 
La generación de un modelo de DM1 en Drosophila nos permitiría ampliar el 
conocimiento de la enfermedad. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos: 
 
- Crear un modelo de DM1 en Drosophila mediante generación de moscas 
transgénicas capaces de expresar un triplete de CTGs expandido en diferentes tejidos 
bajo el control del sistema GAL4-UAS.  
 
- Caracterizar el fenotipo que pueda causar el triplete expandido en distintos 
tejidos, principalmente aquellos afectados en pacientes humanos como es el tejido 
muscular.  
 
- Caracterizar posibles fallos en splicing alternativo como ocurre en pacientes 
con DM1  
 
- Probar los efectos producidos por dos proteínas de unión a ARN, MBNL1 y 
CUG-BP1 que posiblemente participen en la patología de la DM1. Para estudiar los 
efectos de MBNL1y CUG-BP1 sobre el fenotipo de los CTGs expandidos se 
generarán líneas transgénicas que expresen las proteínas humanas en Drosophila bajo 
el control del sistema GAL4-UAS. Mediante cruces genéticos se generarán moscas 
que expresen simultáneamente el triplete de CTGs expandido y CUG-BP1 o MBNL1 
en tejido muscular o en el sistema nervioso y se estudiará si son capaces de suprimir o 
potenciar el fenotipo producido por el triplete de CTGs expandido. 
 
- Probar otros genes para intentar descubrir nuevos modificadores del 
fenotipo. Para probar nuevos genes usaremos dos planteamientos distintos. El primero 
consistirá en un screen genético dirigido, ya que, teniendo en cuenta que la patología 
en DM1 se produce por una ganancia de función del ARN, probaremos una colección 
de líneas que contienen mutaciones en proteínas de unión a ARN en Drosophila. Se 
comprobará si alguna es capaz de modificar el fenotipo del triplete de CTGs 
expandido. El segundo planteamiento consistirá en un screen no dirigido en el que se 
probarán dos colecciones de mutaciones que cubren un gran porcentaje del genoma de 
Drosophila: una es una colección de elementos P y la otra es una colección de 
deficiencias que cubre alrededor del 60% del genoma de la mosca. 
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- Por último caracterizar aquellos modificadores para los que se obtengan los 
resultados más interesantes. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. Sistema GAL4-UAS 
El sistema GAL4-UAS (Brand and Perrimon 1993) nos permite dirigir la 
expresión de una proteína de interés bajo un patrón de expresión deseado. Este 
sistema utiliza el factor de transcripción de levaduras GAL4 y la unión de esta 
proteína a secuencias reguladoras UAS (upstream activation sequence) que son sitios 
de unión de la proteína GAL4. Por un lado disponemos de líneas transgénicas que 
tienen insertado en su genoma construcciones en las que la región codificante de la 
proteína GAL4 está bajo el control de regiones reguladoras conocidas (enhancers o 
promotores). Estas líneas se conocen como drivers. Hoy en día existe una gran 
colección de líneas o drivers que expresan GAL4 en un amplio patrón específico de 
células y de tejido donde elegir. Por otro lado generamos líneas transgénicas en las 
que clonamos la secuencia del gen de interés bajo el control de las secuencias 
reguladoras de transcripción UAS. Al cruzar ambas líneas obtenemos moscas con las 
dos construcciones.  
 
Figura 5. Sistema GAL4-UAS. Las líneas GAL4 expresan la proteína GAL4 en 
tejidos y momentos del desarrollo específicos. La proteína GAL4 se une a los 5 sitios 
de unión UAS y se produce la expresión controlada de (CTG)480. 
 
En estos animales se expresará la proteína GAL4 según su patrón, esta 
proteína GAL4 se unirá a las secuencias reguladoras UAS que dirigirán la expresión 
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del gen de interés. El sistema GAL4-UAS nos permite la expresión de proteínas de 
interés en tejidos y momentos del desarrollo específicos del enhancer elegido (Figura 
5). Por otro lado este sistema es sensible a la temperatura por lo que a mayores 
temperaturas obtenemos mayores niveles de expresión, lo que nos permite todavía 
más control sobre la expresión del gen deseado. 
 
4.2. Generación de líneas transgénicas 
En primer lugar se generaron moscas con un transgén que contiene 5 sitios de 
unión a UAS seguido de 480 repeticiones de CTGs. La construcción UAS-(CTG)480 
se generó mediante la clonación de repeticiones de CTGs interrumpidas compuestas 
por unidades repetidas de la secuencia (CTG)20CTCGA dentro del vector de 
expresión de Drosophila pUAST (Figura 6). Una sola copia de esta secuencia fue 
clonada también dentro del vector pUAST para generar moscas control. También 
utilizamos moscas con 200 repeticiones de CTG. La construcción UAS-(CTG)200 fue 
generada previamente en el laboratorio mediante la clonación de un fragmento de 1.4 
kb de la región 3´ del gen DMPK con 200 repeticiones de CTG dentro del vector 
pUAST-GFP. La construcción UAS-MBNL1 se generó mediante clonación de la 
isoforma de 41 kDa de la proteína humana MBNL1 a la que se añadió un epítopo 
Xpress (de Invitrogen) en el extremo N terminal dentro del vector pUAST. La 
construcción UAS-CUG-BP1 se generó por clonación de la proteína humana CUG-
BP1 dentro del vector pUAST. Todas estas secuencias fueron proporcionadas por el 
Dr. Thomas Cooper de Baylor College of Medicine.  
 
Las líneas transgénicas fueron establecidas mediante inyección en células de la 
línea germinal de embriones siguiendo el método estándar de inyección de embriones. 
Los embriones inyectados tienen un fondo mutante para el gen w- lo que hace que no 
tengan color de ojo. El vector de expresión de Drosophila pUAST tiene una copia 
salvaje del gen w+ por lo que usamos este marcador para identificar las moscas 





Figura 6. Vector de expresión de Drosophila pUAST. El vector tiene 5 sitios de 
unión UAS para la proteína GAL4 (en rojo) seguido por la caja TATA de hsp70 y la 
secuencia de inicio de la transcripción (azul), la región polylinker con sitios de 
restricción únicos para la clonación (verde) y el intrón pequeño y sitio de 
poliadenilización de SV40. El gen white sirve como marcador para la incorporación 
en el genoma de Drosophila. (Modificado de http://www.gurdon.cam.ac.uk/ 
~brandlab/reagents/pUAST.html). 
 
Tras la clonación del triplete del constructo (CTG)480 en el vector pUAST se 
inyectaron alrededor de 1000 embriones de Drosophila en la parte posterior donde se 
encuentran las células germinales. De los 1000 embriones inyectados se obtuvieron 43 
adultos transgénicos con color de ojo. Las moscas transgénicas presentan color de 
ojos que varía del amarillo claro al rojo dependiendo del sitio de inserción del 
constructo. Finalmente se conservaron 14 líneas que corresponden a inserciones 
independientes en el genoma que fueron mapeadas y balanceadas (Tabla 3). Para 
balancear las líneas trasgénicas generadas se cruzó cada macho fundador con vírgenes 
de una línea que contiene una mutación marcadora en el cromosoma II (Lobe, ojos 
pequeños) sobre una mutación balanceadora (SM5, alas curvadas hacia arriba) y que 
tiene dos mutaciones balanceadoras, una sobre otra, en el cromosoma III (TM2, 
quetas extra en los halterios y TM6B, quetas extra cortas en los húmeros). Al 
balancear las inserciones de (CTG)480 con cromosomas balanceadores prevenimos que 
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ocurran eventos de recombinación y se pueda perder la inserción en futuras 
generaciones. 
 
Antes de proceder con la caracterización del fenotipo provocado por la 
inserción (CTG)480 se llevó a cabo una amplificación del fragmento insertado en las 
distintas líneas transgénicas mediante PCR para asegurarnos de que el tamaño del 
inserto era el adecuado y se realizó una secuenciación del inserto usando primers 
dentro del vector pUAST para asegurarnos de que la secuencia era correcta. 
 
Tras seguir el mismo proceso de inyección para las construcciones con 
MBNL1 y CUG-BP1 se obtuvieron 10 líneas transgénicas con la inserción UAS-
MBNL1 y 7 líneas con la inserción UAS-CUG-BP1. Se balancearon mediante los 
mismos cruces que la inserción (CTG)480. Se amplificó ADN obtenido de las líneas 
transgénicas con MBNL1 y CUG-BP1 y se secuenció usando los mismos primers 
dentro de la secuencia de pUAST. Para comprobar si las construcciones de MBNL1 y 
CUG-BP1 están siendo traducidas correctamente se realizaron experimentos de 
detección de proteínas mediante Wertern Blot. El anticuerpo anti-Xpress detecta la 
proteína MBNL1 de 41kDa (Figura 7), mientras que el anticuerpo anti-CUG-PB1 



















UAS-(CTG)480   
Línea COLOR Cromosoma 
Fenotipo con GMR-GAL4 
a 25ºC 
M5M Naranja III Débil 
M5Q Naranja II Medio 
M5O Naranja oscuro II Medio-fuerte 
M5S Naranja X No 
M5T Naranja III Fuerte 
M5L Naranja III Débil 
M5B Naranja oscuro II,III Débil 
M5E Naranja oscuro II,III Medio 
M5G Naranja oscuro II Débil 
M5I Rojo II Débil 
M5P Rojo II,III Fuerte 
M7A Naranja II Medio 
M13A Rojo Línea perdida   
M13B Naranja III Medio-fuerte 
M13D Naranja II Medio-fuerte 
UAS-MBNL1   
Línea COLOR Cromosoma 
Fenotipo con GMR-GAL4 
a 25ºC 
M10G Naranja oscuro III No 
M10M Naranja II Medio 
M10A Rojo II Fuerte 
M10T Naranja oscuro II,III Débil 
M10U Naranja oscuro II Fuerte 
M10B Naranja oscuro Línea perdida   
M10K Naranja II,III Fuerte 
M11A Naranja II Débil 
M9A Naranja II No 
M6A Amarillo III No 
M6B Naranja II Medio-fuerte 
UAS-CUG-BP1   
Línea COLOR Cromosoma 
Fenotipo con GMR-GAL4 
a 25ºC 
M2A Naranja II Medio-fuerte 
M2E Naranja III Medio-fuerte 
M2N Rojo III Letal 
M2I Naranja III Medio-fuerte 
M2Ñ Naranja  III No 
M2G Amarillo III Medio-fuerte 
M2L Rojo II,III Letal 
 
Tabla 3. Resumen de líneas transgénicas obtenidas. Descripción detallada de las 
líneas obtenidas para cada uno de los transgenes inyectados, cromosoma en el que se 












Figura 7. Caracterización de las líneas transgénicas para MBNL1. A. Imágenes 
de ojo fresco del fenotipo de ojo producido por la expresión de UAS-MBNL1 con el 
driver de ojo GMR-GAL4 a 25ºC. En la parte de arriba se indica el nombre de las 
líneas. B. Western Blot que muestra los distintos niveles de expresión de la proteína 
MBNL1 de algunas de las líneas en el sistema nervioso de Drosophila  con el driver 
elav-GAL4. El anticuerpo α-peanut se utilizó como control. C. Inmuofluorescencia 
con anticuerpo anti-MBNL1 de músculos larvarios que expresan MBNL1 bajo el 




Figura 8. Caracterización de las líneas transgénicas para CUG-BP1. A. Imágenes 
de ojo fresco del fenotipo de ojo producido por la expresión de UAS-CUG-BP1 con el 
driver de ojo GMR-GAL4 a 25ºC. En la parte de arriba se indica el nombre de las 
líneas.  B. Western Blot que muestra los distintos niveles de expresión de la proteína 
CUG-BP1 de algunas de las líneas en el sistema nervioso de Drosophila  con el driver 
elav-GAL4. El anticuerpo α-peanut se utilizó como control. C. Inmuofluorescencia 
con anticuerpo anti-CUGBP1 de músculos larvarios que expresan CUG-BP1 bajo el 
control del driver MHC-GAL4. 
 
4.3. Microscopía electrónica de barrido de los ojos de Drosophila 
Para la adquisición de imágenes en el microscopio electrónico de barrido, las 
moscas fueron procesadas mediante métodos establecidos de deshidratación en etanol, 
secado de punto crítico y montaje para análisis en un microscopio Jeol JSM 6100. 
 
4.4. Secciones semifinas de tórax de adulto de Drosophila 
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El tórax de adulto se separa del resto de la mosca, se fijan las muestras durante 
la noche en buffer de glutaraldehido-paraformaldehido-cacodilato. Se lavan y se fijan 
durante dos horas a 4ºC en tetróxido de osmio 1%. Se deshidratan en series de etanol, 
y se meten en bloques de resina EPON a 65ºC durante la noche. Se realizan las 
secciones semi-finas transversales de 1 μm y se tiñen con Multiple Stain Solution (de 
Polysciences). Con esta tinción se obtienen resultados parecidos a la tinción con 
hematoxilina-eosina. El proceso de tinción de los distintos genotipos a comparar se 
hace simultáneamente para evitar diferencias en la tinción. Se realizan secciones de 
por lo menos 8 moscas por genotipo para cada observación. Se toman fotografías bajo 
el microscopio óptico. 
 
4.5. Hibridación in situ e inmunofluorescencia de músculos de larva en 
Drosophila 
Para la inmunofluorescencia, se diseccionan las larvas en PBS y se fijan en 
paraformaldehido 4% en PBS. Tras lavar con PBS y bloquear con BSA 2% se incuba 
el tejido con uno de los siguientes anticuerpos primarios: anti-CUG-BP1 3B1 (1:500, 
de Upstate), anti-Xpress tag (1:200, de Invitrogen), anti-CBP (1:1000, proporcionado 
por el Dr. Mattias Mannervik), anti-LaminaC (1:50, del Hybridoma Bank), Faloidina 
(1:200, de Sigma). Se lava de nuevo y se hibrida con anticuerpos secundarios 
(obtenidos de Jackson Immunoresearch Laboratories y de Molecular Probes).  
 
En el experimento de hibridación in situ e inmunofluorescencia, tras la fijación 
el tejido  se vuelve a fijar con formamida 40%/1xSSC, se hibrida con una sonda 
(CAG)5 marcada con Cy3 a una concentración de 1ng/μl y se lava para continuar con 
el protocolo de inmunofluorescencia. Se observan al menos 8 larvas y 50 núcleos de 
cada larva. Las imágenes se captan en un microscopio confocal. 
 
4.6. Comparación cuantitativa de núcleos con distintos tipos de fosas nucleares 
Para realizar comparaciones en el número de fosas nucleares se estudian al 
menos 4 larvas y una media de 200 núcleos por larva. No se encontró en ningún 
genotipo un núcleo sin fosas nucleares (con excepción de los controles sin (CUG)480). 
En cuanto al análisis de los datos, las barras de error en las gráficas representan la 
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desviación estándar. Los datos se analizaron utilizando el test t de Student, p= 0.006 
en todos los grupos.  
 
4.7. Análisis del splicing alternativo 
 Se realizaron estudios de comparación entre el genoma humano y el de 
Drosophila para encontrar los genes homólogos de los genes cuyo splicing alternativo 
está alterado en pacientes con DM1 en Drosophila. Una vez encontrados, se realizó el 
análisis de las secuencias que codifican para cada proteína para dilucidar si sufren 
splicing alternativo en Drosophila como ocurre en humanos. Una vez dilucidado el 
patrón de splicing alternativo de cada uno de los genes se diseñaron primers en 
regiones que flanquean a los exones que sufren splicing alternativo. Se extrajo ARN 
de tejido muscular y se realizó RT-PCR para ver si existen diferencias en el radio de 
las isoformas obtenidas de ARN extraído de moscas control o de moscas que expresan 
(CUG)480. Los productos obtenidos tras la amplificación por reacciones de RT-PCR se 
resolvieron mediante electroforesis en geles de acrilamida al 4%. Los fragmentos se 
visualizaron con Bromuro de Etidio (1μg/ml) en un transiluminador de luz 
ultravioleta. 
 Se recogieron muestras de ARN de tórax seccionados de moscas control y 
moscas que expresan (CUG)480 en el músculo en distintos momentos del desarrollo de 
la mosca: larvas de tercer estadío y adultos a la edad de 1, 5 y 10 días. 
 
4.8. Screens genéticos para la búsqueda de modificadores  
 Para llevar a cabo los screens genéticos realizados para buscar modificadores 
del fenotipo inducido por el triplete de CUGs expandido se utilizó una línea que 
expresa (CUG)480 en el ojo bajo el control de GMR-GAL4. Se cruzaron machos o 
hembras de esta línea con machos o hembras de las colecciones de elementos P 
(Bloomington), de deficiencias (Exelixis, (Parks, Cook et al. 2004)), y algunos 
elementos EP (Szeged). Los elementos P y las deficiencias son mutaciones de falta de 
función de uno (elementos P) o varios (deficiencias) genes. Los elementos EP llevan 
sitios de unión UAS en uno de los extremos del elemento P lo que hace que los genes 
cercanos a su sitio de inserción puedan ser activados por GAL4 (Rorth 1996). Si un 
elemento EP está insertado cerca de la región promotora de un gen de interés y en la 
misma dirección obtendremos sobre-expresión de este gen al cruzar la línea con una 
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línea GAL4. Si el elemento EP está insertado dentro de un gen pero en la dirección 
opuesta a la de su traducción se obtendrá una mutación por falta de función. Todos los 
cruces se llevaron a cabo en incubadores a 25ºC y los ojos de la progenie se 




5.1. Caracterización de los fenotipos obtenidos con las moscas (CTG)480  
5.1.1. La expresión de (CTG)480 en el ojo de Drosophila causa degeneración 
El ojo de Drosophila es un sistema que se usa con frecuencia para comprobar 
la toxicidad de inserciones en el genoma. Por ello y para comprobar los fenotipos de 
las distintas líneas obtenidas para la inserción de (CTG)480, se cruzaron las líneas 
obtenidas con el driver GMR-GAL4 que dirige la expresión en el ojo desde larva de 
tercer estadío en adelante (Figura 9). 
 
Se caracterizaron las diferentes líneas a 25 y 27ºC y se eligió una línea que en 
el futuro nos fuera a ser útil para identificar modificadores tanto por supresión como 




Figura 9. Caracterización de los fenotipos de ojo producidos por el transgén 
UAS-(CTG)480 en el ojo. Imágenes tomadas en el microscopio de disección (Ojo 
fresco) o en el microscopio electrónico de barrido (MEB) de ojos que expresan el 
transgén UAS-(CTG)480 a distintas temperaturas. Las líneas caracterizadas como 
medias presentan un fenotipo de ojo de desorganización y fusión de omatidios tanto a 
25 como a 27ºC. El fenotipo de las líneas caracterizadas como fuertes está más 
acentuado a ambas temperaturas, la desorganización y fusión de omatidios es más 
fuerte, como también lo es la pérdida de quetas. Por otro lado el tamaño del ojo de las 
líneas fuertes está considerablemente reducido, especialmente si lo comparamos con 
el ojo control. 
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Con objeto de poder caracterizar el fenotipo causado en el ojo se realizaron 
fotografías en el microscopio electrónico de barrido que muestran como la expresión 
de (CTG)480 en el ojo causa desorganización y fusión de omatidios así como pérdida y 
duplicación de las quetas entre los omatidios. Los ojos que expresan (CTG)480 también 




Figura 10. Fenotipo de degeneración en el ojo producido por la expresión de 
(CUG)480. Imágenes de microscopio electrónico de barrido (MEB) de moscas control 
o moscas que expresan (CUG)480. Los ojos control tienen una organización normal de 
los omatidios y las quetas entre estos (A, C), mientras que en los ojos que expresan 
(CUG)480 se produce fusión y pérdida de organización de los omatidios (D) así como 
pérdida de quetas y reducción del tamaño del ojo (B). Escala: 100 μm en A-B y 10 
μm en C-D. 
 
5.1.2. El triplete CUG expandido se acumula en fosas nucleares en los 
músculos larvarios de Drosophila 
Para investigar el efecto de (CUG)480 en el músculo somático se expresó la 
inserción utilizando un driver específico de tejido que utiliza el promotor del la 
cadena pesada de la miosina (MHC-GAL4) y que está activo desde los músculos 
embrionarios en adelante. Uno de los puntos claves en la patología de la DM1 es la 
acumulación de los transcritos con CUGs expandidos en fosas nucleares. Se 
caracterizó la acumulación del ARN expandido usando una sonda anti-CUG marcada 
con Cy3. Se observa formación de fosas nucleares en núcleos de músculos de larvas 





Figura 11. El ARN con el triplete expandido de CUGs se acumula en fosas 
nucleares en músculos de larva de Drosophila. Imágenes de microscopía confocal 
de núcleos control o núcleos que expresan (CUG)480. El ARN expandido se acumula 
en fosas nucleares en los músculos larvarios como se ve cuando se realiza una 
hibridación in situ con una sonda fluorescente (CAG)5 (en rojo en B) combinada con 
tinción de inmunofluorescencia con anti-LaminaC para visualizar el núcleo celular (en 
azul en A y B). Núcleos control en A sin expresión del ARN expandido no presentan 
indicios de fosas nucleares. Escala: 5μm. 
 
5.1.3. La expresión de (CTG)480 causa degeneración y pérdida de masa 
muscular en Drosophila 
Para ver como está afectado el músculo somático adulto de Drosophila por la 
toxicidad del triplete expandido, se estudiaron los músculos de las moscas adultas. Lo 
primero que llama la atención es la incapacidad de las moscas que expresan (CUG)480 
para volar desde día 1. Cortes histológicos realizados en estas moscas no muestran 
señales de degeneración muscular. A día 10, las moscas (CUG)480 presentan 
degeneración muscular y vacuolización de los músculos de vuelo indirectos (MVI)  y 
pérdida de la estructura de las fibras musculares (Figura 12-B, E). A día 20, el 
fenotipo de degeneración y pérdida de masa muscular es más severo, la masa 
muscular presenta una matriz de miofibras dispersa y la estructura de las fibras se 
pierde. Los núcleos aparecen dispersos en esta matriz (Figura 12-C, F). Este fenotipo 
de degeneración se puede ver también al teñir con faloidina MVI diseccionados de 
tórax de adultos de Drosophila ya que la faloidina marca los filamentos de actina de 
las fibras musculares (Figura 12, G-H).  
 
Por el contrario moscas de la misma edad que no expresan (CUG)480 (Figura 






Figura 12. La expresión de (CUG)480 en el músculo adulto de Drosophila causa 
degeneración muscular progresiva. (A-F) Secciones transversales en resina de tórax 
de moscas adultas control o moscas que expresan (CUG)480. Los músculos de vuelo 
indirectos (MVI) de moscas control a día 20 muestran una organización normal (A), 
con las fibras musculares correctamente estructuradas. Los núcleos se localizan en la 
periferia de las fibras musculares (flechas en D). Las moscas que expresan (CUG)480 
muestran vacuolización del tejido (puntas de flecha) y desorganización muscular a día 
10 (B). Con una mayor magnificación se puede ver pérdida de organización de las 
fibras (las flechas señalan a los núcleos en E). A día 20 la densidad de miofibras por 
músculo es menor y algunos músculos han desaparecido (flecha en C). La pérdida de 
organización de las fibras y la vacuolización (asterisco) ha empeorado (las flechas 
señalan núcleos en F). (G-H) Tinción con faloidina de MVI de moscas control o 
moscas que expresan (CUG)480. A día 10 las moscas control tienen una organización 
normal de las fibras de actina (G), mientras que las moscas que expresan (CUG)480 a 
la misma edad presentan vacuolización (H). Escala: 50 μm en A-C, 10 μm en D-F y 





Figura 13. La sobre-expresión de (CUG)20 o (CUG)200 no causa degeneración 
muscular. Secciones semi-finas transversales de tórax de moscas que expresan 
(CUG)20 (A) o (CUG)200 (B) a día 20 muestran una organización muscular normal. No 
se observan indicios de vacuolización ni degeneración de los MVI. La localización 
periférica normal de los núcleos se ve en los recuadros con las imágenes de mayor 
aumento (flechas). Escala 50μm (10 μm en los recuadros).  
 
Por lo tanto, la expresión de (CUG)480, causa pérdida de función de los MVI 
así como degeneración muscular progresiva.  
 
5.2. Alteraciones en los niveles de MBNL1 y CUG-BP1 modifican los fenotipos de 
las moscas (CTG)480 
5.2.1. Alteraciones en los niveles de la proteína Muscleblind modifican el 
fenotipo de ojo causado por la expresión de (CUG)480 en Drosophila 
Ya que, como se mencionaba en la introducción, las proteínas MBNL están 
implicadas en la patogeneicidad de la DM1, se investigó si alterando los niveles de las 
proteínas Muscleblind se podía modular la toxicidad inducida por la inserción 
(CTG)480. Cuando expresamos (CUG)480 en un fondo mutante para la proteína 
Muscleblind (Mbl) de Drosophila en heterocigosis, observamos una agravación del 
fenotipo de ojo. Esta mutación de falta de función potencia el fenotipo de 
desorganización y fusión de omatidios y reduce el tamaño del ojo (Figura 14-C). 
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Para probar la hipótesis de que los fenotipos que induce la expresión de 
(CUG)480 son causados por el secuestro y pérdida de función de Muscleblind, se 
investigaron las consecuencias de aumentar sus niveles. Para ello usamos las moscas 
transgénicas que sobre-expresan la proteína humana MBNL1.  
 
Como se ve en la figura 14-B la sobre-expresión de MBNL1 suprime 
dramáticamente el fenotipo de ojo inducido por (CUG)480, tanto en relación al tamaño 




Figura 14. Los niveles de Muscleblind modifican el fenotipo inducido por 
(CUG)480. Imágenes de MEB de ojos que expresan (CUG)480 (A), (CUG)480 y sobre-
expresión de MBNL1 (B) o (CUG)480 y una mutación en heterocigosis del gen 
muscleblind de Drosophila (C). Las moscas que expresan (CUG)480 y un transgén 
UAS-LacZ control presentan desorganización y fusión de omatidios así como tamaño 
del ojo reducido (A). Este fenotipo es suprimido por la sobre-expresión de MBNL1 
(B). El fenotipo es potenciado en moscas que tienen una mutación de falta de función 
para muscleblind en heterocigosis (C). Escala: 100 μm en A-C (10 μm en los 
recuadros con las magnificaciones). SE=sobre-expresión, FDF=falta de función. 
 
5.2.2. La sobre-expresión de MBNL1 suprime la toxicidad muscular inducida 
por la expresión de (CUG)480 
Tras los resultados obtenidos en el ojo investigamos si la sobre-expresión de 
MBNL1 también es capaz de rescatar el fenotipo inducido por el triplete expandido en 
el músculo somático. Examinamos moscas a día 20 que co-expresan (CUG)480 y 
MBNL1 en el músculo con el driver MHC-GAL4. Como se ve en la figura 15, los 
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MVI de las moscas (CUG)480 presentan una desorganización severa de las fibras 
musculares, así como una distribución errática de la matriz de miofibras, donde se 
observa vacuolización y núcleos dispersos. Por el contrario, los músculos de las 
moscas (CUG)480 que sobre-expresan MBNL1 a niveles adecuados no presentan 
apenas vacuolización, tienen la matriz de miofibras bien desarrollada y las estructura 
de los MVI está intacta con los núcleos localizados en la periferia de las fibras 
musculares.  
 
El fenotipo de músculo de las moscas (CUG)480 es 100% penetrante, y 
también se observa rescate en todas las moscas (CUG)480 que sobre-expresan 
MBNL1. Se cuantificó la capacidad de MBNL1 para rescatar el fenotipo mediante el 
contaje de MVI, comparando MVI independientes normales y anormales. En las 
moscas (CUG)480 de día 20 la mayoría de los MVI son anormales. Solo presentan 5 de 
35 (14.3%) músculos de apariencia normal. Por el contrario, en las moscas (CUG)480 
que sobre-expresan MBNL1 de la misma edad se observa claramente la capacidad de 
MBNL1 de rescatar los fenotipos musculares ya que 60 de 67 (89.5%) parecen 
normales. 
 
A tener en cuenta está el hecho de que niveles muy altos de expresión 
obtenidos en algunas de las líneas que expresan MBNL1 en ausencia de (CUG)480 
causan también fenotipos musculares (datos no mostrados). Esto sugiere que los 




Figura 15. La sobre-expresión de MBNL1 suprime el fenotipo muscular inducido 
por (CUG)480. Secciones transversales semi-finas de MVI adultos de moscas 
(CUG)480 control o moscas que co-expresan (CUG)480 y MBNL1. A día 20 las moscas 
control (CUG)480 presentan una patología muscular obvia (A, C y E) que queda 
suprimida al expresar MBNL1 (B, D, y F). Las fibras están bien organizadas, y la 
densidad de miofibras por músculo es mayor en las moscas rescatadas con MBNL1 
(el punteado en D marca una fibra muscular bien estructurada) en comparación con 
las moscas (CUG)480 control donde hay vacuolización (asterisco), la estructura de las 
fibras se ha perdido y los núcleos aparecen dispersos en la matriz (C). Las flechas 
señalan los núcleos en C y D. Escala: 50 μm en A-B, 10 μm en C-F. SE=sobre-
expresión. 
 
5.2.3. La proteína MBNL1 co-localiza con las fosas nucleares de CUGs y 
modifica su número 
Ya que se conoce que las proteínas MBNL co-localizan con las fosas 
nucleares de CUGs en células con DM1, decidimos estudiar la distribución de 
MBNL1 en el músculo somático de moscas (CUG)480. En ausencia de (CUG)480, 
MBNL1 se presenta difusa en el citoplasma celular (Figura 16-E). Por el contrario, en 
moscas que expresan tanto MBNL1 como (CUG)480 no se detecta MBNL1 difuso sino 
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que se encuentra secuestrado en las fosas nucleares (Figura 16-C). Cuando se procede 
a comprobar si la sobre-expresión de MBNL1 afecta la distribución de las fosas 
nucleares, se observa un descenso en el número de fosas por núcleo al comparar 
moscas que sobre-expresan MBNL1 y (CUG)480 con moscas que solo expresan 




Figura 16. Co-localización de la proteína MBNL1 con las fosas nucleares de 
CUGs. (A-C) Imágenes de microscopía confocal de núcleos de músculo somático de 
larvas que co-expresan MBNL1 y (CUG)480 tras inmunofluorescencia e hibridación in 
situ. La proteína MBNL1 se detecta al realizar una tinción con un anticuerpo contra la 
secuencia señalizadora que tiene el constructo de MBNL1 (en verde, flechas en A). 
Las fosas nucleares que contienen los transcritos de (CUG)480 también se ven al 
realizar hibridación in situ (en rojo, flechas en B). MBNL1 y el ARN de (CUG)480 co-
localizan cuando se juntan las dos imágenes (en amarillo, flechas en C). Se realizó una 
co-tinción con anticuerpo anti-CBP para visualizar el núcleo (blanco). (D-E) 
Imágenes de microscopía confocal de núcleos que expresan únicamente MBNL1 tras 
tinción por inmunofluorescencia. La señal de MBNL1 se ve en verde en E, la señal de 
CBP muestra el núcleo en D. (F) Comparación cuantitativa de núcleos con una o 
varias fosas nucleares en moscas que expresan (CUG)480 solo o con MBNL1. Las 
imágenes debajo de la tabla representan el tipo de fosas nucleares encontradas. La co-
expresión de MBNL1 con (CUG)480 causa un descenso del número de núcleos con 
varias fosas encontrados cuando se compara con (CUG)480 por sí mismo. Escala: 5 
μm en A-F. p=0,006. 
 
5.2.4. El aumento de los niveles de CUG-BP1 empeora los fenotipos de ojo y 
de músculo inducidos por la expresión del triplete CUG expandido 
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Teniendo en cuenta que las células que expresan CUGs expandidos presentan 
altos niveles de CUG-BP y que esto se correlacionan con fallos en el splicing 
alternativo de algunos transcritos, se decidió probar si la sobre-expresión de la 
proteína humana CUG-BP1 sería capaz de modificar el fenotipo inducido por la 
expresión de la inserción (CUG)480. Las moscas que co-expresan CUG-BP1 y 
(CUG)480 presentan un fenotipo de ojo más fuerte con mayor desorganización de los 
omatidios cuando se compara con moscas que solo expresan (CUG)480 (Figura 17, A-
B). Las moscas que expresan solo CUG-BP1 presentan un fenotipo débil de pérdida 
de quetas entre omatidios, donde apenas hay desorganización de los omatidios (Figura 
17-C). Por tanto se puede concluir que la sobre-expresión de CUG-BP1 empeora el 




Figura 17. La sobre-expresión de CUG-BP1 potencia el fenotipo de ojo 
producido por (CUG)480. Imágenes de MEB de ojos que expresan (CUG)480, 
(CUG)480 y CUG-BP1 o CUG-BP1 por sí sola. El fenotipo de (CUG)480 (A) es 
potenciado por la sobre-expresión de CUG-BP1 (B). La expresión de CUG-BP1 por si 
sola en el ojo tiene un fenotipo débil de pérdida de quetas entre los omatidios, pero 
apenas presenta desorganización de omatidios (C). Escala: 100 μm (10 μm en los 
recuadros con las magnificaciones). SE=sobre-expresión. 
 
Cuando se sobre-expresa CUG-BP1 en el músculo somático de Drosophila 
con el driver MHC-GAL4, se observa un fenotipo de degeneración similar al que 
causa la expresión de (CUG)480, con vacuolización y pérdida de integridad muscular. 
La co-expresión de CUG-BP1 y (CUG)480 causa un empeoramiento en la 
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degeneración muscular (Figura 18-B, E) ya que el fenotipo que se observa es más 





Figura 18. La sobre-expresión de CUG-BP1 potencia el fenotipo de degeneración 
muscular inducido por (CUG)480. Secciones transversales semifinas de MVI adultos 
que expresan (CUG)480, (CUG)480 y CUG-BP1 o solo CUG-BP1. Moscas de 10 días 
de edad que expresan (CUG)480 presentan vacuolización del tejido (A) y pérdida de la 
estructura de las fibras musculares (D, las flechas señalan núcleos). La co-expresión 
de (CUG)480 y CUG-BP1 causa una mayor pérdida muscular en moscas de la misma 
edad. Algunos músculos han desaparecido (flecha) y las miofibras quedan distribuidas 
laxamente dentro del tejido (puntas de flecha) (B). El análisis a mayor aumento 
muestra una pérdida dramática de la estructura del músculo (las flechas señalan 
núcleos en E). La expresión de CUG-BP1 por sí misma causa un fenotipo similar al 
de las moscas (CUG)480 que se muestran en A con vacuolización (C) y 
desorganización de  fibras (las flechas señalan núcleos en F). Escala: 50 μm en A-C, 
10 μm en D-F. SE=sobre-expresión. 
 
Por otro lado, hasta la fecha no ha sido descrito que CUG-BP1 co-localice con 
las fosas nucleares de CUGs expandidos. Decidimos analizar la distribución de CUG-
BP1 en músculos de larvas que co-expresan CUG-BP1 y (CUG)480. De acuerdo con 
estudios anteriores, se observó que CUG-BP1 se encuentra en el núcleo de las células, 
pero no está secuestrado en las fosas nucleares de (CUG)480 (Figura 19-B).  
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Sin embargo, la sobre-expresión de CUG-BP1 tiene un efecto en el número 
total de fosas nucleares que se observan, ya que causa un aumento en el número 




Figura 19. CUG-BP1 no se acumula en las fosas nucleares pero es capaz de 
modificar su distribución. (A-B) Imágenes de núcleos de músculos somáticos de 
larva que co-expresan (CUG)480 y CUG-BP1 tras inmunofluorescencia e hibridación 
in situ. Los músculos se tiñeron con TOTO3 para visualizar el núcleo (azul en A). 
CUG-BP1 está distribuido en el núcleo (en verde en B), pero no se acumula en las 
fosas nucleares de (CUG)480 (en rojo en B). (C) Comparación cuantitativa de núcleos 
con una o varias fosas nucleares en moscas que expresan (CUG)480 solo o con CUG-
BP1. En larvas que co-expresan (CUG)480 y CUG-BP1, la media de núcleos con 
varias fosas nucleares es mayor que en los que solo expresan (CUG)480. Escala: 5 μm 
en A-B. p=0,006. 
 
5.3. Análisis del splicing alternativo en el modelo de DM1 en Drosophila 
 De acuerdo con el modelo de ganancia de función del ARN, el ARN con 
CUGs expandidos queda secuestrado en el núcleo celular donde interfiere con 
proteínas de unión a ARN y altera la función de estas en el splicing alternativo de sus 
genes diana. Como se mencionó en el apartado de la introducción, en la DM1 se han 
descrito fallos en el splicing alternativo de varios genes. En todos los casos la 
regulación del splicing durante el desarrollo queda alterada, lo cual resulta en un 
aumento de la expresión de isoformas embrionarias en el tejido adulto. 
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 Los genes ortólogos en Drosophila de los genes afectados en pacientes con 
DM1 son: el gen CG31116 para el ClC-1, el gen del receptor parecido a la Insulina 
(InR) para el IR, la troponina T (up) para cTNT, la miotubularina para MTMR1, el 
receptor de Rianodina 44F (Rya-r44F) para el RyR1, la ATPasa del Calcio en la 
posición 60A (Ca-P60A) para la SERCA, el receptor de NMDA 1 (Nmadr1) para el 
NMDAR1, la proteína parecida al precursor del amiloide β (Appl) para APP y tau para 
la MAPT. Entre estos genes de Drosophila se conoce el splicing alternativo de 
CG31116, up y Rya-r44F (http://flybase.org).  
 
 El canal de cloro de Drosophila (CG31116) tiene 16 exones que generan 3 
isoformas (A, C y D) mediante splicing alternativo. CG31116-A incluye los exones 1 
al 15. La isoforma CG31116-C es como la A, pero excluye los exones 2 al 5. La 
isoforma CG31116-D incluye los exones 1 al 16, pero excluye el exón 15 (Figura 20). 
Con primers que flanquean los exones 2 al 5 y primers flanqueando los exones 15 y 
16 se pueden detectar cambios en los niveles de las distintas isoformas. 
 
 
Figura 20. Estructura de los ARNm del canal de cloro (CG31116). Se muestra la 
organización de los exones e intrones de las 3 isoformas de ARNm de CG31116. 
(http://flybase.org) 
 
 La troponina T (up) tiene 14 exones que producen 6 isoformas distintas: A, B, 
D, E, F y G. Los exones del 5 al 10, que tienen solo de 20 a 50 pares de bases, sufren 
splicing alternativo característico entre las distintas isoformas. Se usaron primers en 
los exones 4 y 11 para amplificar la secuencia entre ellos. Al ser todos los productos 
de la RT-PCR pequeños, se amplifican todos a niveles parecidos. Se comparan los 
productos obtenidos de las moscas control y las moscas que expresan (CUG)480 por 
tamaño y por análisis de las secuencias obtenidas. 
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Figura 21. Estructura de los ARNm de la Troponina T (up). Se muestra la 
organización de los exones e intrones de las 6 isoformas de up. (http://flybase.org) 
 
 El receptor de Rianodina en Drosophila (Rya-r44F) tiene 29 exones. La 
inclusión o exclusión de los exones 27 y 28 da como resultado 4 isoformas: A, B, C y 
D. Ambos exones están excluidos en la isoforma B e incluidos en la C. La isoforma A 
incluye el exón 28 pero no el 27, y la isoforma D incluye el 27 y no el 28 (Figura 22). 
Para detectar cambios entre las distintas isoformas se diseñaron primers entre los 
exones 12 y 15, que flanquean al exón 28 y con los que se detectarán diferencias entre 
las isoformas A-C y B-D. 
 
 Los demás genes de Drosophila ortólogos de los genes humanos que sufren 
alteraciones en el splicing alternativo en la DM1 (InR, miotubularina, Nmdar1, Appl, 
tau y Ca-P60A) no sufren splicing alternativo de acuerdo con la versión actual de la 
base de datos de exones de Drosophila (http://flybase.org). 
 
La estructura de exones e intrones en los genes ortólogos de los genes afectados en la 
DM1 en Drosophila no está conservada. Por esta razón, además de los ortólogos, 
también investigamos otros genes con el objetivo de encontrar nuevos genes 
implicados en  la  patología  de  la  DM1.  Dos  grupos  de  genes  fueron  elegidos.  
El  primer grupo contiene genes cuyo splicing cambia durante el proceso de 
diferenciación del músculo en ratón o en pollo. Para el segundo grupo se escogieron 
genes al azar en el genoma de Drosophila que cumpliesen dos requisitos: sufriesen 

























































































































































































































































Nmdar 1 NMDAR1 
Rya-r44F RyR 
Genes afectados 
en la DM1 
CG30084 ZASP (Z-band alternatively spliced PDZ-domain protein) 
Mlf MLF (myeloid leukemia factor 1)  
bent (bt) MYOM (myomesin) 
Caki CASK (calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase) 
CG7766 PHKA (phosphorilase kinase, α1) 
Pkc53E PRKA (protein kinase C, α) 
Cpx CPLX1 (complexin 1)  
CLIP190 RSN (restin) 
Genes que sufren 
cambios en el 
splicing durante la 
diferenciación del 
músculo 
Mef2 MEF2 (myocite enhancer factor 2) 
CG1031 (α-esterase-1) ACHE (acetylcholinesterase isoform E4-E5 precursor) 
C3G RAPGEF1 (Rap guanine nucleotide exchange factor)  
CG1021 TMCC2 (transmembrane and coiled-coil domain family 2) 
CG2246 PRPSAP2 (phosphoribosyl pyrophosphate) 
CG6803 (zeelin/myofilin) No existe homología con otras especies 
CG8176 SGIP1 (Hypothetical protein DKFZp686A16142) 
CG9238 PPP1R3C (protein phosphatase 1) 
CG9611 LRRC40 (leucine rich repeat containing 40) 
hth (homothorax) homeobox gene MEIS1 
ps (pasilla) NOVA1 (Neuro-oncological ventral antigen 1) 
Pep (protein on ecdysone puffs) CIZ1 (Cip1-interacting zinc finger protein) 
Genes de 
Drosophila que 
sufren splicing y 




Tabla 4. Lista de genes en los que se analizaron posibles fallos en splicing 
alternativo tras la expresión de (CUG)480. Lista detallada de los 3 grupos de genes 
elegidos para analizar su splicing alternativo con sus correspondientes ortólogos en 
humanos (en caso de existir).  
 De todos los genes analizados encontramos diferencias entre el splicing en 
moscas control y en moscas que expresan (CUG)480 de dos genes: el gen que codifica 
para en receptor de Rianodina en Drosophila, Rya-r44F y el gen CG6803. 
 
 5.3.1. El patrón de splicing del gen que codifica para el Receptor de 
Rianodina en Drosophila está alterado en nuestro modelo de DM1 
 El gen RyR1 es uno de los últimos en los que han sido descritos cambios en su 
splicing en pacientes con DM1. Las células de mamíferos tienen 3 genes que 
codifican para Receptores de Rianodina: RyR1 en el músculo esquelético, RyR2 en 
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músculo cardíaco y RyR3 en el cerebro. En Drosophila, solo ha sido identificado un 
gen que codifica para el Receptor de Rianodina con 5134 amino ácidos y que 
comparte un 45% de identidad con los miembros de la familia de mamíferos. Durante 
la embriogénesis, el Ryanodine receptor 44F (Rya-r) se expresa en los músculos del 
cuerpo, viscerales y de la cabeza así como en otros tejidos como el sistema nerviosa 
central. En adultos también se expresa en los músculos y en el cerebro (Sullivan, Scott 
et al. 2000).  
 
 El gen Rya-r está compuesto por 26 exones. El splicing del exon 13 puede dar 
lugar a una forma corta y a una larga. Existen 4 isoformas del Rya-r, las isoformas B 
y D contienen la forma corta del exón 13 mientras que las isoformas A y C contienen 
la larga (o exón 28) (Figuras 22 y 23). Se diseñaron primers en los exones 12 y 15 y 
se realizó RT-PCR sobre ARNs de tórax de adultos a día 1, 5 y 10.  
 
Figura 23. Análisis del splicing alternativo de los exones 13 y 28 del ARNm de 
Rya-r44F. La inclusión del fragmento genómico detallado en verde en la figura, de 42 
pares de bases genera las isoformas A y C con el exón 28, mientras que su exclusión 
genera las isoformas más cortas B y D con el exón 13 que quedarán representadas 




 Como se ve en la figura 24, a día 1 las isoformas mayoritarias son B y D, y a 
día 5 se observa un aumento en la cantidad de transcritos que contienen las isoformas 
A y C aunque sigan siendo mayoritarias la B y D. También a día 10 las isoformas 
mayoritarias son las B y D. En las moscas que expresan (CUG)480 no se observan 
diferencias en los días 1 y 5. Es a día 10 cuando se detecta un cambio en el splicing y 
se ve que a diferencia de las moscas control, que presentan mayoritariamente una 
banda correspondiente a las isoformas B y D, en las moscas que expresan (CUG)480 
aparecen dos bandas casi de la misma intensidad. Esto supone un gran aumento de la 
cantidad de isoformas A y C presente en estas moscas. 
  
 
Figura 24. Las moscas (CUG)480 presentan alteraciones en el splicing alternativo 
de los exones 13 y 28 del gen del Receptor de Rianodina. Los geles de acrilamida 
muestran bandas de dos tamaños distintos dependiendo de la inclusión o exclusión de 
un fragmento de 42 pares de bases que diferencia al exón 28 del 13 tras realizar RT-
PCR con primers en los exones 12 y 14 sobre el ARN extraído de tórax de moscas 
control o moscas que expresan (CUG)480 a día 1, 5 o 10. Las diferencias solo son 
notables a día 10. 
 
5.3.2. El patrón de splicing del gen CG6803 está alterado en nuestro modelo 
de DM1 
 Se encontraron cambios en el patrón de splicing alternativo cuando se expresa 
(CTG)480 en el gen CG6803 (Zeelin1/Myofilin). La Miofilina, junto con Flightin, 
forma parte de los filamentos gruesos de Miosina en los MVI de Drosophila. De 
acuerdo con un estudio reciente, la Miofilina se encuentra por dentro de los filamentos 
gruesos de Miosina y es importante para su ensamblaje. Flightin, que se encuentra por 
fuera de estos filamentos, los estabiliza tras el ensamblaje (Qiu, Brendel et al. 2005). 
Existen 5 transcritos diferentes de la Miofilina que se generan por splicing alternativo. 
El gen de la Miofilina se encuentra en la posición cromosómica 3R 88E2. Tiene 9 
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exones; el codon de iniciación está en el exón 2 y hay codones de terminación en los 
exones 5, 8 y 9. Los exones 4, 5 y 6 contienen señales de splicing internas, por lo que 
las distintas isoformas contienen versiones cortas o largas de estos exones (Figura 25). 
En los músculos del tórax de la mosca se encuentran las 5 isoformas, pero la isoforma 
C de unos 20 kDa es la única que forma parte de los MVI.  Por el contrario, en 
embriones y larvas solo se encuentran mediante análisis del ARN por Northern Blot 
una isoforma de unos 1.3 kb (los transcritos de la isoforma C tienen una longitud 
aproximada de 0.8 kb) (Qiu, Brendel et al. 2005).  
 
Figura 25. Estructura de los exones e intrones de los ARNm del gen de la 
Miofilina. El splicing alternativo genera 5 isoformas del gen de la Miofilina/Zeelin1. 
En la parte de abajo se detalla el nombre de los exones en rojo (C=corto, L=largo), los 
tamaños son como sigue: exón 1=62pb, 2=141pb, 3=209pb, 4C=48pb, 4L=69pb, 
5C=109pb, 5L=226pb, 5b=61pb, 6C=206pb, 6L=362pb, 7=230pb, 8=170pb, 
9=749pb. El exón 4C para el cual se diseñaron los primers en el experimento se ve en 
verde, la localización de los primers diseñados se muestra en la parte de arriba de la 
figura en forma de flechas rojas. Las líneas azules claras en el exón 2 indican la señal 
de iniciación, las líneas rojas en los exones 5L, 5b, 8 y 9 indican la situación de las 
señales de terminación. pb=pares de bases. (Imagen modificada de www.flybase.org) 
 
 Cuando generamos primers para analizar el splicing alternativo de la Miofilina 
en nuestro modelo de DM1, detectamos un cambio en el patrón de splicing alternativo 
en las moscas que expresan (CTG)480 en el músculo adulto en comparación con 
moscas control. Las moscas control presentan mayor porcentaje de lo que debería ser 
la isoforma Zeelin 1-A ya que excluye la variante larga del exón 4 controlada por 
señales internas de splicing. Las moscas que expresan (CTG)480 presentan un cambio 
en el splicing de este exón e inclusión de la forma larga del exón 4, lo cual significa 
una reducción de la cantidad de la isoforma Zeelin1-A. Este cambio no se observa en 
larvas, donde tanto controles como moscas con DM1 presentan solo la isoforma larga 
(Figura 27). Esto supone una reversión en los adultos (CUG)480 a la isoforma larvaria, 
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lo cual recuerda a lo que ocurre en pacientes con DM1 donde los fallos en el splicing 
alternativo producen la expresión aberrante de isoformas fetales en adultos. 
 
Figura 26: Análisis del splicing alternativo del exón 4 del ARNm de CG6803 
(Miofilina/Zeelin1). La inclusión del fragmento genómico detallado en rojo en la 
figura de 20 pares de bases genera isoformas con el exón 4L, mientras que su 
exclusión generará formas más cortas 4C que quedarán representadas más abajo en un 




Figura 27. Las moscas (CUG)480 presentan alteraciones en el splicing alternativo 
del exon 4 del gen de la Miofilina/Zeelin1. (A) Los geles de acrilamida muestran 
bandas de dos tamaños distintos obtenidas tras realizar RT-PCR, con primers dentro 
de la secuencia del gen Miofolina/Zeelin1, sobre el ARN extraído de tórax de moscas 
control o moscas que expresan (CUG)480. En las moscas control se observa una mayor 
cantidad de RNA con exclusión, mientras que en las moscas que expresan (CUG)480 la 
situación es contraria y la mayor parte del ARN amplificado incluye el exón largo. 
(B) Porcentaje de inclusión tras medir la intensidad de las bandas obtenidas en los 
geles de acrilamida con un espectofotómetro en ARNs obtenidos de larvas o moscas 
 52
adultas con o sin (Control) expresión de (CUG)480 a día 1, 5 y 10. Las barras muestran 
la desviación estándar. 
 
5.4. Identificación de nuevos genes modificadores de la toxicidad inducida por el 
triplete CTG expandido 
 Se llevaron a cabo 3 screens genéticos para identificar nuevos genes capaces 
de modificar el fenotipo inducido por la expresión de (CUG)480, ya sea suprimiéndolo 
o potenciándolo. 
 
Los screens se realizaron utilizando el fenotipo de degeneración del ojo 
producido por los (CTG)480 como instrumento para buscar posibles modificadores. En 
la primera fase se cruzaron todas las líneas recopiladas con una línea generada en el 
laboratorio que contiene tanto la inserción con (CTG)480 como el driver de ojo GMR-
GAL-4. Los cruces se realizaron a 25ºC, ya que la línea utilizada a esta temperatura 
tiene un fenotipo tal que permite detectar modificaciones tanto por supresión como 
por potenciación. 
 
Tras el screen primario se obtuvieron una serie de genes candidatos y se 
desecharon los restantes. En el screen secundario se cruzaron de nuevo los 
modificadores obtenidos en el screen primario para desechar falsos positivos o 
positivos causados por la interacción de la mutación con el driver GMR-GAL-4. Una 
vez finalizados los screens primario y secundario se realizó un análisis de los genes 
obtenidos, se caracterizaron por función molecular y se escogieron algunos de los que 
pensamos que podrían ser más relevantes o cuya modificación era más fuerte, para ser 




Figura 28. Representación esquemática de la estrategia del screen genético con el 
modelo de DM1. (A) Hembras de la línea GMR-GAL4; UAS-(CTG)480 se cruzan con 
machos de las distintas colecciones de mutantes. De entre todos los cruces se 
obtendrán genes que modifiquen el fenotipo producido por la expresión de los CUG 
expandidos en el ojo tanto potenciándolo (representado en rojo en la figura), como 
suprimiéndolo (representado en verde). (B) Fotos de ojo fresco que representan 
ejemplos de ojos control, ojos resultantes del cruce con la mutación en un gen que 
potencia el fenotipo (Potenciador) y ojos resultantes del cruce con una mutación en un 
gen que suprime el fenotipo (Supresor). 
 
 5.4.1. Screen genético dirigido con proteínas de unión a ARN. 
En primer lugar se realizó un screen dirigido para el que se recogió una 
colección de mutaciones en genes “candidatos” a modificar el fenotipo producido por 
los CUGs expandidos. Esta colección incluye los alelos disponibles tanto por falta de 
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función como por sobre-expresión de genes que codifican para proteínas de unión a 
ARN. Teniendo en cuenta que la DM1 se produce por una ganancia de función de un 
ARN mutante capaz de secuestrar proteínas de unión a ARN, y que MBNL1 y CUG-
BP1 pertenecen a este grupo, pensamos que dentro de esta clase de proteínas 
tendríamos más posibilidades de encontrar modificadores. Se realizó una búsqueda en 
la base de datos www.flybase.org y se realizó una lista con todas las líneas 
disponibles con mutaciones en proteínas de unión a ARN, que a continuación se 
recopilaron en el laboratorio. La colección incluye 93 mutantes por falta de función y 
17 líneas con sobre-expresiones. La mayoría de las líneas con sobre-expresiones 
provienen de inserciones de elementos P(EP) con secuencias activadoras que al ser 
insertadas en el genoma de la mosca al azar permiten la trascripción de un gen de 
manera específica de tejido con una línea GAL4 determinada (Rorth 1996). El total de 
genes que codifican para proteínas de unión a ARN analizados es de 73.  
 
Gen Stock Modificación 
Adar (Adenosine deaminase acting on RNA) 12727 No 
Aly  11562 No 
apt (apontic) 11258 No 
Atx2 (Ataxin-2) EP3175 Si 
Atx2 (Ataxin-2) 11688 Si 
BicC (Bicaudal C) 3247 No 
BicC (Bicaudal C) 2989 No 
BicD (Bicaudal D) 4553 No 
BicD (Bicaudal D) 3244 No 
BicD (Bicaudal D) 2988 No 
bl (bancal) 10691 Si 
bl (bancal) 14582 Si 
bol (boule) EP584 Si 
bol (boule) 11794 Si 
B52 10265 No 
CG3249 EP1400 No 
CG3249 12879 No 
caz (cabeza) EP1564 No 
cpo (couch potato) 11531 No 
dsx (doublesex) 2445 No 
dsx (doublesex) 1679 No 
egl (egalitarian) EP938 Si 
egl (egalitarian) 3459 Si 
eIF-4a (Eukaryotic initiation factor 4a) EP397 No 
eIF-4a (Eukaryotic initiation factor 4a) 10506 No 
eIF-4e (Eukaryotic initiation factor 4e) 11720 No 
eIF-4e (Eukaryotic initiation factor 4e) EP3371 No 
fne (found in neurons) 6897 No 
heph (hephaestus) 11589 No 
hoip (hoi-polloi) 10654 No 
how (held out wings) EP858 No 
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how (held out wings) 12151 No 
Hrb27C (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein at 27C) 11204 No 
Hrb87F (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein at 87F) 14414 No 
Hrb98DE (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein at 98DE) 15075 No 
hrg (hiiragi) 13728 No 
Imp (IGF-II mRNA-binding protein) EP760 No 
Imp (IGF-II mRNA-binding protein) EP1433 No 
Int6 (Int6 homologue) 11748 Si 
Irp-1B (Iron regulatory protein 1B) EP961 No 
Lark EP3259 No 
l(1)3Ag(1) (lethal (1) 3Ag) 3903 No 
msi (musashi) 4160 No 
msl-3 (male-specific lethal 3) 13165 No 
mura (murashka) EP1202 No 
mura (murashka) EP527 No 
nonA (no on or off transient A) 125 No 
nos (nanos) 12143 Si 
pAbp (polyA-binding protein) 10970 Si 
pAbp2 EP2264 No 
Piwi 12225 No 
pum (pumilio) EP3461  No 
pum (pumilio) 6782  No 
pUf68 (poly U binding factor 68kD) EP3058 No 
qkr58E-2 (quaking related 58E-2) 14653 No 
qkr58E-3 (quaking related 58E-3) 15086 Si 
Rb97D (Ribonuclear protein at 97D) 11782 No 
Rbp9 (RNA-binding protein 9) 12836 No 
rin (rasputin) EP920 No 
Rm62 EP3607 No 
RnpS1 (RNA-binding protein S1) EP527 No 
scaf6 EP3444 No 
SC35 12904 No 
Slbp (Stem-loop binding protein) EP3182 No 
smg (smaug) EP3556 Si 
smg (smaug) 5930 Si 
snf (sans fille) 4316 No 
snRNP70K (small nuclear ribonucleoprotein 70K) 11177 No 
spen (split ends) 10646 No 
sqd (squid) EP955 No 
sqd (squid) EP746 No 
stau (stau) 10742 No 
stau (stau) 3297 No 
stau (stau) 1507 No 
Sxl (sex lethal) 3719 No 
Sxl (sex lethal) 1414 No 
TBPH 14737 No 
tra2 (transformer 2) 14718 No 
tra2 (transformer 2) EP1173 No 
tsu (tsunagi) 6597 No 
U2A 4127 No 
U2af38 (U2 small nuclear riboprotein auxiliary factor 38) 12323 No 
U2af38 (U2 small nuclear riboprotein auxiliary factor 38) 10448 No 
vig (vasa intronic gene) EP812 No 
yps (ypsilon schachtel) EP3078 No 
ytr (yantar) 12328 Si 
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ytr (yantar) EP2136 Si  
Zn72D 12863 No 
 
Tabla 5. Lista de genes utilizados en el screen de proteínas de unión de ARN. La 
tabla muestra los genes utilizados en el screen con proteínas de unión a ARN en 
Drosophila, las líneas obtenidas de los stock centers y si tienen algún efecto en el 
modelo de DM1. 
 
Gen Stock Alelo 
Tipo de 
alelo Modificación 
Atx2 (Ataxin-2) EP3175 EP3175 EP-SE Potenciador 
Atx2 (Ataxin-2) 11688 Atx206490 P-FDF Supresión 
Atx2 (Ataxin-2) UAS-Atx2 UAS-Atx2 UAS-SE Potenciador 
Atx2 (Ataxin-2) Atx2X1 Atx2X1 D-FDF Supresión 
bl (bancal) 20053 P{EPgy2}blEY09813 EP-SE No 
bl (bancal) 14587 blKG02524 P-FDF Potenciador 
bol (boule) EP584 EP584 EP-FDF No 
bol (boule) 11794 bol1 P-FDF Supresión 
bol (boule) 17591 P{EPgy2}bolEY09688 EP-SE Potenciador 
bol (boule) EP3326 EP3326 EP-SE Potenciador 
bol (boule) EP3659 EP3659 EP-SE Potenciador 
egl (egalitarian) EP938 EP938 EP-SE Potenciador 
egl (egalitarian) 16415 P{EPgy2}eglEY07652 EP-SE Potenciador 
Int6 (Int6 homologue) 11748 Int610547 P-FDF Potenciador 
nos (nanos) 12143 nosj3B6 P-FDF Potenciador 
nos (nanos) 20114 P{EPgy2}nosEY01331 EP-SE Supresión 
pAbp (polyA-binding protein) 17261 EP310 EP-FDF Potenciador 
pAbp (polyA-binding protein) 20684 P{EPgy2}pAbpEY11561 EP-SE Potenciador 
pAbp (polyA-binding protein) 10970 pAbpk10109 P-FDF Potenciador 
pAbp (polyA-binding protein) 
UAS-
hpAbp UAS-hpAbp UAS-SE Potenciador 
qkr58E-3 (quaking related 58E-
3) 15086 
P{EPgy2}qkr58E-
3EY02038 EP-SE Potenciador 
qkr58E-3 (quaking related 58E-
3) EP2493 EP2493 EP-SE Potenciador 
smg (smaug) EP3556 EP3556 EP-SE Supresión 
smg (smaug) 19493 smgPL00423 P-FDF Potenciador 
smg (smaug) 5930 smg1 EMS-FDF Potenciador 
ytr (yantar) 12328 ytrk13108 P-FDF Potenciador 
ytr (yantar) EP2136 EP2136 EP-FDF Potenciador 
ytr (yantar) 12197 ytrk13214 P-FDF Potenciador 
ytr (yantar) 20058 P{EPgy2}ytrEY10003 EP-FDF Potenciador 
 
Tabla 6. Genes que codifican para proteínas de unión a ARN capaces de 
modificar el fenotipo inducido por (CTG)480. En la tabla se muestran los genes que 
modifican el fenotipo de nuestro modelo de DM1 con sus correspondiente stock, 
nombre y tipo de alelo utilizado y modificación obtenida. (P= elemento P, EP= 
enhancer P element, D= deleción, UAS= línea de sobre-expresión UAS, EMS= 
mutación producida por etilmetilsulfonato, Rγ= mutación producida por rayos γ, 
FDF= falta de función, SE= sobre-expresión). 
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El mejor modificador identificado en el screen realizado con proteínas de 
unión a ARN resultó ser la Ataxina 2 (Atx2). Como se ve en la tabla 6, alelos 
independientes de la Ataxina 2 tanto por falta de función como por sobre-expresión 
son capaces de modificar el fenotipo de ojo inducido por la expresión de (CUG)480. La 
falta de función de Atx2 suprime drásticamente en fenotipo de ojo. Las moscas que 
expresan (CUG)480 en un fondo heterocigótico para una mutación de falta de función 
de Atx2 presentan un ojo bien organizado en comparación con moscas que expresan 
solo (CUG)480 (Figura 29-B). Por otro lado la sobre-expresión, mediante una 
construcción con UAS-Atx2 (Satterfield, Jackson et al. 2002), lo potencia 
aumentando el fenotipo de desorganización de los omatidios y disminuyendo el 
tamaño del ojo (Figura 29-C). 
 
Debido a estos resultados en el ojo, se estudió si también se daba supresión del 
fenotipo que se ve en músculos adultos. Se examinó la degeneración muscular en 
moscas a día 20 que expresaban (CUG)480 en el fondo heterocigótico para la mutación 
de falta de función de Atx2 y se las comparó con las que solo expresaban (CUG)480. 
Como se ve en la figura 29, D-E encontramos que la falta de función de Atx2 es capaz 
de suprimir la toxicidad inducida por la expansión de CUGs en el músculo adulto. 
 
Como se puede ver en la tabla 6, aparte de la Ataxina 2 en nuestro screen con 
proteínas de unión a ARN hemos identificado otros modificadores del fenotipo de ojo 
inducido por la expresión de (CUG)480. EPs que sobre-expresan los genes boule 
(Figura 30, E-G), egalitarian (Figura 31, C-D) y quaking related 58E-3 (Figura 32, C-
D) potencian el fenotipo. En el caso del gen boule, no solo hemos podido observar 
potenciación por sobre-expresión sino que una mutación por falta de función es capaz 
de suprimir el fenotipo de ojo (Figura 30-D). Por otro lado, en el caso de los genes 
bancal (Figura 33-D), Int6 homologue (Figura 34-C), nanos (Figura 35-D), smaug 
(Figura 36, D-E) y yantar (Figura 37, C-F) son las mutaciones de falta de función las 
que potencian el fenotipo. En el caso de nanos (Figura 35-C) y smaug (Figura 36-C) 
también detectamos supresión por sobre-expresión. Finalmente, las mutaciones en el 
gen pAbp potencian el fenotipo de (CUG)480 tanto por sobre-expresión (Figura 38, E-
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F) como por falta de función (Figura 38, C-D) lo cual indica que la alteración de sus 




Figura 29. La Ataxina 2 suprime el fenotipo inducido por la expresión del 
triplete CTG expandido. (A-C) Imágenes de MEB de la estructura de ojos que 
expresan solo (CUG)480, con una mutación en heterocigosis en Atx2 o junto con UAS-
Atx2. El fenotipo de (CUG)480 (A), es suprimido por la falta de función de Atx2 (B). 
La sobre-expresión de Atx2 mediante un UAS potencia el fenotipo (C). (D-E) 
Secciones transversales de resina de MVI de adultos que expresan solo (CUG)480 o 
con una mutación de falta de función en heterocigosis de Atx2. A día 20, las moscas 
que expresan (CUG)480 muestran un bajo número de fibras por músculo así como 
degeneración total de algunos músculos (D). Este fenotipo es rescatado en moscas que 
expresan (CUG)480 en un fondo con una deleción que elimina parcialmente la Atx2 








Figura 30. La falta de función del gen boule (bol) suprime el fenotipo de ojo 
inducido por la expresión de (CUG)480 mientras que la sobre-expresión lo 
potencia. (A) Estructura del gen boule, en azul se muestra el ADN genómico, debajo 
la estructura de los distintos ARNm y por último en amarillo la parte codificante. En 
la parte de arriba los triángulos azules dirigidos hacia arriba o hacia abajo muestran la 
localización de las inserciones utilizadas (hacia arriba significa que están insertados 
en la dirección de la cadena antiparalela al igual que el gen, hacia abajo significa que 
están insertados en la dirección contraria). (B-I) Imágenes de MEB de un ojo control 
de una mosca que expresa (CUG)480 solo (B), con dos de los alelo de falta de función 
de bol que suprimen el fenotipo de B (C-D) o con 3 alelos de sobre-expresión que 
potencian el fenotipo (E-G). En H e I se muestran los controles con GMR de los 
alelos de sobre-expresión en E y F para demostrar que el fenotipo obtenido en ambos 











Figura 31. La sobre-expresión del gen egalitarian (egl) potencia el fenotipo de ojo 
inducido por la expresión de (CUG)480. (A) Estructura del gen egalitarian, en azul 
se muestra el ADN genómico, debajo la estructura de los distintos ARNm y por 
último en amarillo la parte codificante. En la parte de arriba los triángulos azules 
dirigidos hacia arriba muestran la localización de las inserciones utilizadas (al estar 
hacia arriba significa que están insertados en la dirección de la cadena antiparalela al 
igual que el gen). (B-D) Imágenes de MEB de un ojo control de una mosca que 
expresa (CUG)480 solo (B) o con dos alelos de sobre-expresión de egl que potencian el 







Figura 32. La sobre-expresión del gen quaking related 58E-3 (qkr58E-3) potencia 
el fenotipo de ojo inducido por la expresión de (CUG)480. (A) Estructura del gen 
qkr58E-3, en azul se muestra el ADN genómico, debajo la estructura de los distintos 
ARNm y por último en amarillo la parte codificante. En la parte de arriba los 
triángulos azules dirigidos hacia arriba muestran la localización de las inserciones 
utilizadas (al estar hacia arriba significa que están insertados en la dirección de la 
cadena antiparalela al igual que el gen). (B-D) Imágenes de MEB de un ojo control de 
una mosca que expresa (CUG)480 solo (B) o con dos alelos de sobre-expresión de 












Figura 33. La falta de función del gen bancal (bl) potencia el fenotipo de ojo 
inducido por la expresión de (CUG)480. (A) Estructura del gen bancal, en azul se 
muestra el ADN genómico, debajo la estructura de los distintos ARNm y por último 
en amarillo la parte codificante. En la parte de arriba los triángulos azules dirigidos 
hacia abajo muestran la localización de las inserciones utilizadas (al estar hacia abajo 
significa que están insertados en la dirección de la cadena paralela o molde al igual 
que el gen). (B-D) Imágenes de MEB de un ojo control de una mosca que expresa 
(CUG)480 solo (B), con un alelo que podría sobre-expresar (C) o con un alelo de falta 











Figura 34. La falta de función del gen Int6 homologue (Int6) potencia el fenotipo 
de ojo inducido por la expresión de (CUG)480. (A) Estructura del gen Int6, en azul 
se muestra el ADN genómico, debajo la estructura de los distintos ARNm y por 
último en amarillo la parte codificante. En la parte de arriba el triángulo azul dirigido 
hacia abajo muestra la localización de la inserción utilizada (al estar hacia abajo 
significa que está insertado en la dirección de la cadena normal o molde al contrario 
que el gen). (B-C) Imágenes de MEB de un ojo control de una mosca que expresa 
(CUG)480 solo (B) o con un alelo de falta de función de Int6 que potencia el fenotipo 














Figura 35. La falta de función del gen nanos (nos) potencia el fenotipo de ojo 
inducido por la expresión de (CUG)480. (A) Estructura del gen nanos, en azul se 
muestra el ADN genómico, debajo la estructura de los distintos ARNm y por último 
en amarillo la parte codificante. En la parte de arriba los triángulos azules dirigidos 
hacia abajo muestran la localización de las inserciones utilizadas (al estar hacia abajo 
significa que están insertados en la dirección de la cadena normal o molde al igual que 
el gen). (B-D) Imágenes de MEB de un ojo control de una mosca que expresa 
(CUG)480 solo (B), con un alelo que podría sobre-expresar nos que suprime el fenotipo 












Figura 36. La sobre-expresión del gen smaug (smg) suprime el fenotipo de ojo 
inducido por la expresión de (CUG)480 mientras que la falta de función lo 
potencia. (A) Estructura del gen smaug, en azul se muestra el ADN genómico, debajo 
la estructura de los distintos ARNm y por último en amarillo la parte codificante. En 
la parte de arriba el triángulo azul dirigido hacia arriba muestra la localización de una 
de las inserciones utilizadas (al estar hacia arriba significa que están insertados en la 
dirección de la cadena antiparalela al igual que el gen). (B-E) Imágenes de MEB de 
un ojo control de una mosca que expresa (CUG)480 solo (B), con un alelo de sobre-
expresión que suprime el fenotipo (C), o con dos alelo de falta de función de smg que 













































































































































































































































































































































































Figura 38. Alteraciones en los niveles del gen poly A binding protein (pAbp) 
potencian el fenotipo de ojo inducido por la expresión de (CUG)480. (A) Estructura 
del gen pAbp, en azul se muestra el ADN genómico, debajo la estructura de los 
distintos ARNm y por último en amarillo la parte codificante. En la parte de arriba los 
triángulos azules dirigidos hacia abajo o hacia arriba muestran la localización de las 
inserciones utilizadas (los que están hacia abajo significa que están insertados en la 
dirección de la cadena normal o molde al igual que el gen y el que está hacia arriba en 
la dirección opuesta). (B-F) Imágenes de MEB de un ojo control de una mosca que 
expresa (CUG)480 solo (B), con dos alelos de falta de función de pAbp que potencian 
el fenotipo mostrado en B (C-D), con un alelo capaz de sobre-expresar pAbp (E) y con 
un UAS-hpAbp que sobre-expresa la proteína homóloga humana que también 
potencia el fenotipo (F). 
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 5.4.2. Screen al azar para identificar genes capaces de modificar el fenotipo 
por mutaciones de falta de función 
En el segundo y tercer screen se buscaban genes que fueran capaces de 
modificar el fenotipo de (CTG)480 cuando su actividad es reducida. Se utilizaron dos 
colecciones distintas de líneas de Drosophila para poder cubrir la mayoría del 
genoma. Una de las colecciones consiste en alrededor de 700 inserciones de 
elementos P letales que se pueden conseguir de los stock centers de Drosophila. Estos 
elementos P han sido seleccionados entre otras miles de inserciones de elementos P 
generadas como parte de el proyecto del genoma de Drosophila. Cada inserción causa 
la pérdida de función de un gen y no hay redundancia. La última colección utilizada 
consiste en alrededor de 500 deleciones pequeñas del genoma recientemente 
publicadas (Parks, Cook et al. 2004). Estas deleciones comparten el mismo fondo 
genético y han sido definidas molecularmente, es decir, se conocen los puntos de 
rotura y los genes afectados. Esta colección no solo cubre una gran parte del genoma, 
alrededor del 56%, sino que la resolución también es bastante alta ya que cada 
deleción solo incluye un número pequeño de genes (unas 140 kb y una media de 25 
genes eliminados por línea). 
 
En el screen genético realizado con elementos P se encontró una serie de 
potenciadores del fenotipo de ojo cuya futura caracterización podría facilitar 
información sobre nuevas rutas implicadas en la patogenicidad de la DM1 (Tabla 8). 
De entre todos los genes probados, encontramos uno que resultó ser un buen supresor 
del fenotipo inducido por el triplete CTG expandido. Un alelo por falta de función del 
gen skuld (skd) suprime el fenotipo de degeneración. Posteriormente se probaron más 
alelos de este gen disponibles y se corroboró esta modificación ya que se encontraron 





Tabla 7. Diagrama de los resultados obtenidos en el screen realizado con 
elementos P. La tabla muestra el número de líneas utilizadas, el número y tipo de 
modificación obtenida en los screens primario y secundario así como la clasificación 
de los modificadores por empeoramiento. 
 
Transducción de señales Stock Alelo 
14-3-3ε 12142 14-3-3εj2B10 
Akap200 (A kinase anchor protein 
200) 10656 Akap200k07118a 
Cdk4 (Cyclin-dependent kinase 4) 
10629, 
12056 Cdk4k06503, Cdk4s4639 
dock (dreadlocks) 10444 dockk13421 
sktl (skittles) 10373 sktlk12405 
Su(H) (Suppressor of Hairless) 10689 Su(H)k07904 
   
Componentes del citoesqueleto   
Cg25C (Collagen Type IV) 10479 Cg25Ck00405 
insc (isncuteable) 10373 insck12405 
sar1 11669 sar105712 
syt (synaptotagmin) 10586 sytk05909 
   
Factores de transcripción   
Aly 11562 Aly02267 
btb (bumper-to-bumper) 10422 btbk09901 
crp (cropped) 10362 crpk00809 
hrg (hiiragi) 10676 hrgk07619 
spt4 10567 spt4k05316 
   
Regulación de la traducción   
Adam 11116 Adamk13906 
Int6 (Int6 homologue) 11748 Int610547 
   
Regulación de la replicación   
Geminin 11118 geminink14019 
   
Degradación de proteínas   
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POSH (Plenty of SH3s) 11146 POSHk15815 
slmb (supernumerary limbs) 11493 slmb00295 
   
Metabolismo de proteínas   
Fur1 (Furin 1) 10341 Fur1rL205 
   
Metabolismo de lípidos   
Fpps (Farnesyl pyrophosphate 
synthase) 10604 Fppsk06103 
   
Metabolismo de ácidos nucléicos   
Adk2-44B 11160 Adk2-44Bk16120 
   
Canales iónicos   
Fer2LCH (Ferritin 2 light chain 
homologue) 11483 Fer2LCH00035 
   
Ritmo circadiano   
B4 10649 B4k06917 
 
 
Tabla 8. Lista de genes cuya falta de función potencia en fenotipo inducido por la 
expresión de CUGs expandidos descubiertos en el screen con elementos P. Se 
muestran los genes clasificados en distintas categorías según su función, y se muestra 
el stock utilizado y el alelo correspondiente. 
 
Stock Alelo Tipo de alelo Modificación 
10197 skdrK760 P-FDF Supresión 
10198 skdL7062 P-FDF Supresión 
5047 Skd2 Rγ-FDF Supresión 
16819 P{EPgy2}skdEY07369 EP-SE No 
EP3375 EP3375 EP-FDF Supresión 
EP3443 EP3443 EP-SE No 
 
Tabla 9. Tabla de los alelos disponibles para el gen skuld. Se muestra el número de 
stock, el alelo correspondiente, el tipo de alelo y la modificación obtenida sobre el 
modelo de DM1 en el ojo. (P= elemento P, EP= enhancer P element, Rγ= mutación 
producida por rayos γ, FDF= falta de función, SE= sobre-expresión) 
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Figura 39. La falta de función de skuld suprime el fenotipo inducido por 
(CUG)480. (A) Representación esquemática del gen skuld. La línea azul muestra el 
área que ocupa en el genoma, debajo se ven los distintos ARNm y por último en 
amarillo la región codificante. En la parte de arriba se muestra la situación de las 
distintas inserciones y su orientación (los triángulos azules hacia abajo indican que la 
inserción está orientada en la misma dirección que la cadena positiva y los triángulos 
hacia arriba indican que lo están en la dirección opuesta). (B-E) Imágenes de MEB 
del efecto producido en el ojo por los alelos de falta de función de skuld, en este caso 
de supresión. (F-G) Imágenes de MEB de los alelos de sobre-expresión de skuld que 
en este caso no producen ningún cambio en el fenotipo. (H) Ojo control que expresa 
solo (CUG)480. 
 
 Por otro lado, en el screen realizado con la colección de deficiencias también 
se recuperaron varias líneas capaces de potenciar el fenotipo de ojo (Tabla 10). El 
hecho de que cada deficiencia cubre a varios genes complica la tarea de dilucidar cual 
gen dentro de cada deficiencia descrita como potenciadora es el responsable de la 
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modificación. Por otro lado, fueron recuperadas 2 deficiencias capaces de suprimir el 
fenotipo de ojo (Figura 40). La deficiencia Df(1)Exel6221 cubre un área pequeña y 
deleciona 13 genes completamente y uno parcialmente (Figura 41). La deficiencia 
Df(3R)Exel6178 cubre la región cromosómica 90E7-91A5 y deleciona 49 genes más 
otros 3 que quedan parcialmente delecionados (Figura 42).  
 
 
Tabla 10. Diagrama de los resultados obtenidos en el screen realizado la 
colección de deficiencias. La tabla muestra el número de líneas y el tipo de 
modificación obtenida en el screen primario. También se muestra el número de líneas 




Figura 40. Las deficiencias Df(1)Exel6221 y Df(3R)Exel6178 suprimen el fenotipo 
de ojo de nuestro modelo de DM1. Imágenes de MEB de un ojo control con el 





















































































































































































































Varias líneas de estudio independientes apoyan la hipótesis de que la 
patogénesis en la enfermedad DM1 es consecuencia de la toxicidad producida por una 
ganancia de función del ARN. La DM2 es causada por una mutación relacionada pero 
distinta de la de la DM1 (CCTGs en lugar de CTGs) en un locus no relacionado con el 
gen de la DM1 (Liquori, Ricker et al. 2001). Por otro lado, el modelo de ratón 
transgénico que expresa CUGs expandidos en músculo esquelético desarrolla 
miotonía y miopatía (Mankodi, Logigian et al. 2000), y el knockout de muscleblind 
también muestra muchas de las características patológicas de la DM1 (Kanadia, 
Johnstone et al. 2003), lo cual apoya la idea de que los CUGs expandidos secuestran a 
las proteínas Muscleblind. 
 
6.1. El modelo de Drosophila reproduce fenotipos característicos de la DM1 
Para investigar la hipótesis de la ganancia de función del ARN y los 
mecanismos de la patogénesis inducida por los CUGs expandidos, generamos el 
modelo transgénico de DM1 en Drosophila mediante la inserción de (CTG)480 en el 
genoma y utilizando el sistema GAL4-UAS. Existen otros modelos de enfermedades 
humanas en Drosophila que han demostrado ser útiles como herramienta para 
investigar los mecanismos de estas (Fortini and Bonini 2000; Zoghbi and Botas 2002; 
Shulman, Shulman et al. 2003).  
 
Mediante el trabajo realizado en este estudio, se encontró que la expresión de 
ARNs con (CUG)480 en el músculo conduce a una disfunción y degeneración 
progresiva de los músculos somáticos. Además, encontramos que los transcritos 
expandidos (CUG)480 se acumulan en fosas nucleares en las células musculares. Estas 
fosas son una característica importante en la DM1 y su presencia en los núcleos de las 
células musculares de la mosca contribuye a dar validez a este modelo de DM1 en 
Drosophila. La expresión de (CUG)480 también produce un fenotipo de degeneración 
en el ojo con desorganización, fusión de omatidios y reducción del tamaño que se 
correlaciona con el que se observa en el músculo. Este fenotipo de ojo se ha utilizado 
como ensayo para realizar screens genéticos mediante los cuales hemos podido 
identificar nuevos modificadores de la toxicidad inducida por (CUG)480. 
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El splicing aberrante de varios transcritos ha sido descrito para varios genes en 
tejidos con DM1 (Tabla 2). En el modelo de DM1 presentado en este estudio hemos 
sido capaces de reproducir los fallos en el splicing en el gen que codifica para el 
Receptor de Rianodina en Drosophila, gen cuyo splicing está alterado en pacientes 
con DM1. Este resultado demuestra que aunque las secuencias y los sitios de splicing 
no están conservados entre humanos y Drosophila deben existir proteínas y rutas que 
si lo están. Esto indica que genes que podamos encontrar en el futuro con splicing 
aberrante en el modelo de DM1 serán relevantes para su estudio en mamíferos. Por 
otro lado también encontramos fallos en el splicing del gen que codifica para la 
Miofilina, una proteína de los músculos que aunque no tenga homólogo en otras 
especies muestra un patrón de splicing aberrante parecido a lo que se observa en 
humanos ya que se ven en adultos isoformas que corresponden a estadíos del 
desarrollo más temprano (Figura 27), como ocurre con los genes afectados en 
pacientes con DM1. 
 
Durante la realización de esta investigación fue publicado un modelo de DM1 
en Drosophila con (CTG)162 que muestra acumulación del triplete expandido en fosas 
nucleares y co-localización con Muscleblind, pero no muestra ninguna señal de 
fenotipos patológicos en músculo u otros tejidos (Houseley, Wang et al. 2005). De 
forma parecida, las moscas utilizadas en nuestro estudio que expresan (CUG)200 no 
muestran fenotipos ni en el ojo ni en el músculo. Parece por tanto, que un número 
menor a 200 repeticiones de CUGs no son suficientes para desencadenar efectos 
patogénicos en Drosophila. 
 
6.2. MBNL1 y CUGB-P1 modulan los fenotipos de degeneración en el modelo de 
DM1 de Drosophila 
Se ha demostrado que las 3 proteínas MBNL en mamíferos que han sido 
identificadas (MBNL1, MBNL2 y MBNL3) co-localizan con las fosas nucleares que 
contienen CUGs expandidos in vivo (Miller, Urbinati et al. 2000; Fardaei, Larkin et 
al. 2001; Fardaei, Rogers et al. 2002). En este trabajo se probó la hipótesis de que el 
secuestro y la pérdida de la función normal de Muscleblind es un factor crítico en la 
patogenicidad de la DM1. Hemos encontrado que MBNL1 muestra una distribución 
difusa en los núcleos de los músculos de Drosophila. Sin embargo, en presencia de 
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(CUG)480, MBNL1 se acumula en las fosas nucleares y desaparece del resto del 
núcleo.  
 
Por otro lado, encontramos que la pérdida de función de Muscleblind 
utilizando un alelo de falta de función en heterocigosis de muscleblind en Drosophila 
potencia el fenotipo de ojo. Esta observación, junto con el resultado del secuestro de 
MBNL1 en las fosas con (CUG)480, indica que Muscleblind está deplecionado. Lo que 
es más, hemos encontrado que sobre-expresando MBNL1 somos capaces de suprimir 
los fenotipos tanto de ojo como el de músculo producidos por (CUG)480. El grado de 
supresión depende del nivel de sobre-expresión de MBNL1, ya que altos niveles de 
MBNL1 también causan un fenotipos de degeneración. Por tanto, parecería que los 
niveles basales de MBNL, son importantes para mantener la fisiología normal del 
músculo. Estos resultados apoyan el modelo de secuestro de MBNL en la 
patogenicidad de la DM1 y constituyen la primera demostración de que la toxicidad 
inducida por el triplete CTG expandido puede ser suprimida. 
 
En un artículo recientemente publicado se ha demostrado por primera vez 
como un gen cuyo splicing está alterado en músculo esquelético de individuos con 
DM1 también lo está en embriones de moscas homocigóticas para una mutación de 
falta de función de muscleblind. Se trata del gen ZASP/LDB3 que codifica para la 
proteína con dominio PDZ de las bandas Z que sufre splicing alternativo (Z-band 
alternatively spliced PDZ-domain protein) (Machuca-Tzili, Brook et al. 2005). Las 
moscas mutantes para muscleblind tienen defectos en el músculo como la disrupción 
de bandas Z (Artero, Prokop et al. 1998) que también ha sido descrita en pacientes 
con DM1 (Klinkerfuss 1967; Ludatscher, Kerner et al. 1978). Esta información 
también va en concordancia con el modelo aquí presentado ya que apoya la teoría de 
que la pérdida de Muscleblind es importante para la enfermedad y para mantener la 
fisiología del músculo. 
 
Los modelos de ratón que expresan CUG-BP1 muestran alteraciones en el 
splicing alternativo de algunos transcritos (Ho, Bundman et al. 2005) y reproducen 
algunos de los fenotipos histopatológicos que se dan en el músculo con DM1 
(Timchenko, Patel et al. 2004). En este trabajo hemos encontrado que la expresión de 
CUG-BP1 por si solo en los músculos somáticos de Drosophila conduce a un fenotipo 
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de pérdida muscular parecido al que observamos cuando expresamos (CUG)480. Esta 
observación es consistente con estudios anteriores que describen el efecto de la sobre-
expresión de CUG-BP1 en ratones (Timchenko, Patel et al. 2004; Ho, Bundman et al. 
2005). En concordancia con lo descrito para células con DM1 (Michalowski, Miller et 
al. 1999; Fardaei, Larkin et al. 2001), los núcleos de las células musculares en 
Drosophila que co-expresan CUG-BP1 y (CUG)480 muestran un patrón difuso de 
acumulación de CUG-BP1 pero no existe agregación ni co-localización con las fosas 
nucleares, aunque el aumento en el número de fosas (CUG)480 indica una interacción 
específica entre el ARN expandido y CUG-BP1. En este trabajo quisimos probar si 
aumentando los niveles de CUG-BP1 se potencia el fenotipo inducido por el ARN 
expandido. Encontramos que la co-expresión de CUG-BP1 y (CUG)480 contribuye a 
agravar los fenotipos de pérdida muscular y degeneración. Este resultado es 
consistente con la idea de que el aumento en la actividad de CUG-BP1 en tejidos con 
DM1 es relevante para la patogénesis de la DM1. 
 
La sobre-expresión de MBNL1 reduce el porcentaje de núcleos con varias 
fosas (Figura 16), mientras que la sobre-expresión de CUG-BP1 aumenta este 
porcentaje (Figura 19). Por tanto, encontramos una correlación positiva entre el 
número de fosas por núcleo y la severidad del fenotipo de degeneración muscular. 
 
6.3. Nuevas proteínas de unión a ARN implicadas en la enfermedad 
Para aprender más sobre la patogénesis inducida por ARN expandido en la 
DM1, llevamos a cabo una serie de screens genéticos. En un primer screen genético 
dirigido usamos una colección de proteínas de unión a ARN ya conocidas en 
Drosophila. Dentro de esta colección hemos descubierto varios genes capaces de 
modificar los fenotipos de ojo inducidos por la expresión de (CUG)480. 
 
Dentro de las proteínas de unión a ARN, hemos encontrado 5 que parecen 
tener un papel directo en la regulación de la traducción del ARNm: Nanos, Smaug, 
Ataxina 2, Poly-A binding protein, e Int-6 homologue. Nanos y Smaug son supresores 
por sobre-expresión y potenciadores por falta de función (Figuras 35 y 36). La 
Ataxina 2 suprime tanto el fenotipo de ojo como el de músculo por falta de función y 
potencia por sobre-expresión (Figura 29), mientras que pAbp potencia el fenotipo 
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tanto por sobre-expresión como por falta de función (Figura 38). Int-6 potencia por 
falta de función (Figura 34). 
 
Los mecanismos de regulación génica post-transcripcionales tienen un papel 
muy importante durante el desarrollo embrionario ya que en el oocito y en las 
primeras etapas del embrión se dan fases en las que no hay trascripción y la expresión 
génica depende únicamente de los ARNm maternos acumulados en el oocito, los 
cuales se regulan al nivel de traducción y de estabilización del ARNm. Durante la 
oogénesis de Drosophila el ARNm de oskar (osk) se localiza en el polo posterior del 
oocito donde se traduce y la proteína Osk recluta al ARNm de nanos (nos) (Wang and 
Lehmann 1991). La proteína Nos solo se produce en la parte posterior del oocito 
(Gavis and Lehmann 1994). Tanto la activación de la traducción de nos en el polo 
posterior, como su represión en el resto del embrión son esenciales para el desarrollo 
del abdomen y la segmentación de la cabeza y del tórax (Smibert, Wilson et al. 1996; 
Dahanukar, Walker et al. 1999). Nanos es un represor de la traducción del ARNm 
materno de bicoid (bcd) cuya localización en la parte anterior del embrión de 
Drosophila y represión en el resto del embrión es necesaria para el desarrollo 
embrionario correcto. Por otro lado, Nanos junto con Pumilio (Pum) forman un 
complejo represor de la traducción del ARNm de hunchback (hb) también necesario 
para el desarrollo del eje anteroposterior (Johnstone and Lasko 2001). Recientemente 
ha sido descrito que Nos y Pum también son requeridos en el control de la 
morfogénesis de dendritas probablemente también formando un complejo de control 
de la traducción (Ye, Petritsch et al. 2004). 
 
Smaug (Smg) es un represor de la traducción encargado de mediar la represión 
de la traducción del ARNm deslocalizado de nos en el embrión de Drosophila 
(Smibert, Wilson et al. 1996). El ARNm de nos tiene dos copias de una secuencia en 
la parte proximal de la región 3´ no traducida conocida como SRE (elementos que 
reconocen a Smaug o “Smaug recognition elements” en inglés), que son los 
mediadores principales de la represión (Smibert, Wilson et al. 1996; Smibert, Lie et 
al. 1999). Tras la unión de Smg a la región 3´ no traducida de nos se recluta un 
complejo de deanilación. La deanilación del ARNm de nos produce su degradación y 
consecuente represión de su traducción (Zaessinger, Busseau et al. 2006). En la parte 
posterior del embrión Osk previene la unión de Smg al ARNm de nos, no se sabe si 
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uniéndose directamente a Smg o reclutando otra proteína al complejo que forman con 
nos (Zaessinger, Busseau et al. 2006).  
 
En humanos aún se desconoce la función de la Ataxina 2; se trata de una 
proteína citoplasmática de 140 kDa con motivos implicados en el splicing de ARN 
(Huynh, Del Bigio et al. 1999; Huynh, Figueroa et al. 2000). Dos observaciones 
sugieren que la Ataxina 2 está implicada en el metabolismo de ARN: contiene 
secuencias de amino ácidos de unión a la proteína de unión a poli(A) (Kozlov, 
Trempe et al. 2001) e interactúa con una proteína de unión a ARN citoplasmática 
(proteína de unión a Ataxina 2 o A2BP de sus siglas en inglés) en un ensayo de doble 
híbrido en levaduras (Shibata, Huynh et al. 2000). El ortólogo en Drosophila, dAtx2, 
parece tener una función como regulador de la formación de los filamentos de Actina 
(Satterfield, Jackson et al. 2002), lo cual es importante para entender el papel que 
pueda tener en la modificación de los fenotipos musculares de nuestro modelo de 
DM1 ya que la Actina es el componente principal de los músculos. Más recientemente 
ha sido demostrado que dAtx2 interacciona con ARNm a través de un dominio N 
terminal, e indirectamente vía PABP la cual está directamente unida al ARNm, y 
además localiza en polirribosomas. El dominio responsable de la unión a PABP está 
en extremo C terminal. Esto parece indicar que la Ataxina 2 tiene un papel directo en 
la regulación de la traducción (Satterfield and Pallanck 2006). 
 
La mayoría de los ARNm eucarióticos sufren modificaciones pos-
transcripcionales considerables como capping, splicing y poliadenilización. Durante 
el proceso de poliadenilización se añaden colas de poli(A)s en las regiones 3´ que 
facilitan sitios de unión para una clase de factores reguladores llamados proteínas de 
unión a poli(A) (PABPs de sus siglas en inglés). Las PABPs carecen de actividad 
catalítica pero son importantes en la mediación de la expresión génica, ya que forman 
parte de la plataforma necesaria para la unión de factores cruciales para la expresión 
génica. Además son antagonistas de otros factores que de unirse permitirían los pasos 
terminales de degradación del ARNm. En el citoplasma, las PABPs facilitan la 
formación del “bucle cerrado”, estructura de la partícula ribonucleoprotéica mensajera 
que es crucial adquirir para las funciones adicionales de PABP que promueven la 
iniciación y la terminación de la traducción, el reciclado de ribosomas, y la estabilidad 
del ARNm (Mangus, Evans et al. 2003). 
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 Un alelo de falta de función del gen Int-6 modifica el fenotipo inducido en el 
ojo por la expresión de (CUG)480. Este gen codifica para una subunidad del complejo 
eucariótico de inicio de la traducción eIF-3. El complejo proteínico eIF-3 está 
compuesto de 10 unidades que tienen un papel importante en la unión del met-tARN y 
el ARNm a la subunidad 40s del ribosoma (Asano, Merrick et al. 1997). 
 
Estas observaciones revelan un nuevo mecanismo de patogénesis en nuestro 
modelo de DM1 en el cual está involucrada la maquinaria de traducción del ARNm. 
Alteraciones en los niveles de proteínas de la maquinaria de traducción podrían causar 
carencias en factores necesarios para el funcionamiento de los sistemas muscular y 
nervioso.  
 
 Dos de los genes identificados como modificadores en nuestro screen con 
proteínas de unión a ARN parecen estar implicados en cascadas de control del ciclo 
celular y maduración del sistema nervioso: bancal y boule. 
 
 La falta de función del gen bancal (bl) potencia el fenotipo de ojo inducido 
por la expresión de (CUG)480 (Figura 33). Los ARNm derivan de ARNs heterogéneos 
nucleares (hnRNAs del nombre en inglés) que se asocian a proteínas nucleares 
específicas y forman complejos de ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares 
(hnRNP del nombre en inglés). Más de 10 homólogos de las hnRNP de los 
vertebrados han sido caracterizadas en Drosophila (Matunis, Matunis et al. 1992). El 
producto del gen bancal es una proteína homóloga de la proteína hnRNP K de 
vertebrados. La proteína hnRNP K en vertebrados está implicada en varios pasos de la 
expresión génica, como transcripción, splicing, estabilidad del ARNm y traducción 
(Bomsztyk, Denisenko et al. 2004). Tiene tres motivos de unión a ARN de tipo KH 
(de K homology) y una caja RGG (dominio rico en argininas (R) y glicinas (G)) así 
como varios dominios de unión a proteínas (Bomsztyk, Denisenko et al. 2004). Las 
proteínas humanas y de Drosophila presentan el mayor porcentaje de similitud en las 
secuencias de los dominios KH (KH1 73%, KH2 65% y KH3 75% de similitud) 
(Bomsztyk, Denisenko et al. 2004). En Drosophila, bancal ha sido implicada en el 
desarrollo de apéndices, ya que alelos de falta de función producen adultos con 
apéndices cortos como consecuencia de una reducción en el número de divisiones 
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celulares en los discos imaginales (Charroux, Angelats et al. 1999). Por otro lado, en 
cultivos de células neuronales ha sido demostrado que bancal está implicada en el 
arresto del ciclo celular y la consecuente maduración de las neuronas (Yano, Okano et 
al. 2005). Parecería por tanto, que hnRNP K o bancal promueve la proliferación 
celular y tiene un efecto negativo sobre la promoción de eventos de diferenciación. El 
hecho de que hnRNP K esté presente en tantos pasos durante la expresión génica 
como se mencionó arriba, sugiere que existen varias maquinarias de expresión génica 
que usan hnRNP K para integrar señales de cascadas de kinasas (ver revisión en 
(Bomsztyk, Denisenko et al. 2004)). 
 
 La sobre-expresión del gen boule potencia el fenotipo de nuestro modelo de 
DM1, y una mutación por falta de función lo suprime (Figura 30). El gen boule 
codifica para una proteína que contiene un dominio de unión a ARN de tipo 
ribonucleoproteína homólogo al gen DAZ (Deleted in Azoospermia) de humanos 
(Eberhart, Maines et al. 1996). La familia de genes DAZ codifican proteínas de unión 
a ARN específicas de la línea germinal y forman un grupo de 4 genes en el 
cromosoma Y humano. Los humanos también tiene dos genes autosómicos, el gen 
DAZ-like (DAZL) en el cromosoma 3 y BOULE (Xu, Lee et al. 2003). Boule tiene dos 
motivos RRM cerca del extremo N terminal así como motivos DAZ comunes con las 
proteínas DAZ, DAZL y BOULE humanas (Xu, Moore et al. 2001). En Drosophila, 
Boule regula post-transcripcionalmente a Twine (proteína homóloga de la fosfatasa 
Cdc25 humana). Twine es un regulador del ciclo celular clave necesario para que las 
células germinales entren en meiosis (Maines and Wasserman 1999). Boule no solo es 
importante en la espermatogénesis, sino que también se expresa en el sistema 
nervioso donde se ha observado que cuando se aumentan sus niveles de expresión se 
dan fenotipos mutantes en las comunicaciones neurales entre las células de la retina y 
de la lámina del ojo de la mosca, y en la habilidad locomotriz de las larvas. En el 
sistema nervioso Boule también regula a Twine (Joiner and Wu 2004). 
 
 Tanto bancal como boule parecen ser importantes en la maduración del 
sistema nervioso. Su estudio en el futuro podría ayudar a entender algunos de los 
fenotipos relacionados en el sistema nervioso como las deficiencias cognitivas o el 
retraso mental que se da en pacientes con DM1 congénita. 
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 Egalitarian es un factor importante para la localización del ARN durante el 
desarrollo embrionario de Drosophila. La sobre-expresión de egl potencia el fenotipo 
de ojo en el screen realizado en este trabajo (Figura 31). 
 
Egl forma con Bicaudal D (BicD) un complejo que promueve la localización 
de ARNm y proteínas esenciales para el establecimiento de la polaridad en la 
oogénesis y embriogénesis temprana de Drosophila (Riechmann and Ephrussi 2001). 
El transporte polarizado en muchos tipos de células dirige el movimiento de ARNm y 
proteínas desde su sitio de síntesis hasta su lugar de acción. En este proceso de 
transporte está involucrado el complejo motor de microtúbulos citoplasmático de 
Dineina. Egl se asocia tanto con BicD mediante un dominio en su extremo N-terminal 
(Mach and Lehmann 1997) como con la cadena ligera de Dineina (Dlc) mediante un 
dominio en su extremo C-terminal (Navarro, Puthalakath et al. 2004). Por tanto Egl-
BicD forman un complejo con la carga (ARNm o proteínas) y la interacción de Egl 
con Dlc hace que se produzca el transporte de la carga mediada por microtúbulos de 
dineina.  
 
 Por último, quaking related 58E-3 y yantar también son proteínas de unión a 
ARN implicadas en distintos pasos de la expresión génica que han sido identificados 
como modificadores del modelo de DM1 aquí presentado (Figuras 32 y 37). 
 
 El gen qkr58E-3 forma parte de una lista de 10 genes descritos hasta ahora en 
Drosophila que contienen dominios maxi-KH de unión a ARN conocidos como genes 
relacionados con quaking por su homología con el gen quaking de ratón (Fyrberg, 
Becker et al. 1998). Pertenecen a la familia de proteínas STAR (signal transduction 
and RNA activation) con capacidad de unión a ARN por lo que probablemente 
controlan algún paso de la expresión génica (Vernet and Artzt 1997). 
 
 Ytr codifica para una proteína con un dominio rico en argininas que se 
encuentra en proteínas de unión a ARN y factores de splicing, y con un dominio único 
e el extremo C-terminal de función desconocida que muestra un alto grado de 
conservación entre los ortólogos de Ytr identificados en otras especies (Sinenko, Kim 
et al. 2004). Las mutaciones de falta de función en la secuencia de la proteína causan 
alteraciones en la hematopoyesis y fallos en el crecimiento de los discos imaginales y 
 84
del cerebro de Drosophila (Sinenko, Kim et al. 2004). El análisis de la secuencia de la 
proteína muestra que en la mitad N-terminal tiene dos bloques con repeticiones que 
tienen homología con dominios que se encuentran en varios factores de splicing SR 
(serina/arginina). Estas repeticiones podrían mediar en interacciones con ARN o en 
interacciones proteína-proteína (Sinenko, Kim et al. 2004). Por otro lado, el extremo 
C-terminal es el que muestra más conservación entre los ortólogos pero no tienen 
homología con nada que ese pueda encontrar en las bases de datos y por tanto la 
función es desconocida (Sinenko, Kim et al. 2004). Por tanto, aunque aún se 
desconoce exactamente la función de Ytr es probable que sea un regulador de 
crecimiento y diferenciación mediante unión a ácidos nucleicos ya sea directa o 
indirectamente (Sinenko, Kim et al. 2004).  
 
6.4. Un screen genético no dirigido identifica nuevas rutas  implicadas en la DM1 
En el screen genético con elementos P hemos identificado una serie de genes 
que podrían ser útiles para el estudio de la patología en la DM1. De los genes 
obtenidos como potenciadores del fenotipo hemos descubierto nuevas rutas no 
descritas previamente en la patología de la DM1 como genes de la cascada de 
transducción de señales, componentes del citoesqueleto o de la maquinaria de 
degradación protéica. Aunque en el futuro se procederá a la caracterización de los 
genes obtenidos que potencian el fenotipo de ojo, en este trabajo nos concentramos en 
el único gen supresor encontrado, skuld. 
 
Se ha observado supresión del fenotipo de ojo inducido por la expresión de 
(CUG)480 con 4 alelos distintos de falta de función del gen skuld (Figura 39). El gen 
skuld codifica para el homólogo de Drosophila de la proteína humana TRAP240 
(Treisman 2001). Esta proteína es un componente de un gran complejo co-activador 
de transcripción homólogo del complejo Mediator de levaduras (Kim, Bjorklund et al. 
1994). La regulación de la trascripción es un proceso complejo que requiere no solo 
activadores y represores de la trascripción específicos, cuya actividad puede ser 
modificada por señalizaciones intercelulares, sino que también requiere factores más 
generales. Uno de estos factores son los complejos remodeladores de la cromatina que 
controlan el acceso de ciertos factores a las secuencias reguladoras. Otro tipo de 
complejo, el homólogo del complejo Mediator de levaduras, parece ser importante 
como co-activador o co-represor, haciendo de nexo de unión entre factores específicos 
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y la maquinaria transcripcional basal de la ARN polimerasa II (Malik and Roeder 
2000). La proteína TRAP240 forma parte de este complejo protéico que consta de 
unas 25 subunidades siendo TRAP240 una de las más grandes (Malik and Roeder 
2000). Las siglas TRAP vienen de Thyroid-hormone-receptor-associated protein ya 
que fue en estudios relacionados con el receptor de la hormona tiroidea donde primero 
se purificaron estos complejos (Malik and Roeder 2000). El papel individual de cada 
uno de los componentes del complejo no se conoce aún, pero de estudios realizados 
en Drosophila con skuld se deduce que actúa junto a otra proteína llamada TRAP230 
y ambas promueven especificación celular mediante transmisión de señales (Treisman 
2001).  
 
Con posterioridad a los experimentos de este trabajo se ha utilizado el modelo 
de ratón HSALR (que contiene una expansión de CTGs insertada en la región 3´ del 
gen humano de la alpha actina de músculo esquelético) (Mankodi, Logigian et al. 
2000), para demostrar, también in vivo, que la sobre-expresión de Mbnl1 (homólogo 
de MBNL1 en ratón), mediante transducción del músculo esquelético con un vector 
viral recombinante adeno-asociado, es capaz de rescatar los fenotipos asociados a la 
DM1 que presentan los ratones HSALR de miotonía y fallos en el splicing alternativo 
(Kanadia, Shin et al. 2006). El resultado de este estudio apoya los resultados 
presentados en este trabajo y añade importancia a los datos de nuestros ensayos de 
búsqueda de modificadores. El modelo de DM1 de Drosophila aquí presentado nos 
permite encontrar modificadores que, como ocurre con Muscleblind, sean capaces de 
suprimir los fenotipos asociados a la enfermedad y que también puedan ser utilizados 
con posterioridad en mamíferos como se ha hecho con Muscleblind. Este tipo de 





1. El modelo de DM1 generado en Drosophila melanogaster expresando el 
triplete expandido (CTG)480 reproduce las características patológicas 
claves de la enfermedad como son la degeneración muscular, formación de 
fosas nucleares de ARN y fallos en el splicing alternativo.  
 
2. La expresión de (CUG)480 en Drosophila es suficiente para causar fallos en 
el splicing alternativo de los genes CG6803 y Rya-r. CG6803 sufre un 
cambio hacia la expresión de isoformas larvarias parecido a lo que ocurren 
en la DM1 donde los ARNm afectados existen predominantemente como 
isoformas fetales. 
 
3. Los niveles de MBNL1 y CUG-BP1, proteínas clave en la patogenicidad 
de la DM1, pueden modular los fenotipos de la enfermedad que se dan en 
el modelo de DM1 de Drosophila. Mostramos por primera vez in vivo que 
la toxicidad inducida por la expresión de CUGs expandidos puede ser 
suprimida por la sobre-expresión de la proteína MBNL1. Estos resultados 
apoyan el modelo de ganancia de función de ARN por secuestro de 
MBNL1 y aumento de la actividad de CUG-BP1. 
 
4. El modelo de DM1 generado en este estudio sirve como herramienta para 
identificar nuevos genes implicados en la enfermedad cuando es usado 
para desarrollar screens genéticos. 
 
5. Los modificadores descubiertos en rutas no implicados hasta ahora con la 
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